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RIASSUNTO	  
Tumori	   caratterizzati	   dalla	   stessa	   istologia	   possono	   avere	   diversa	  prognosi	  e	  diversa	  risposta	  al	  trattamento,	  a	  dimostrazione	  del	  fatto	  che	  sono	   malattie	   eterogenee	   e	   multifattoriali.	   Tramite	   selezione	   clonale	   il	  tumore	  si	  arricchisce	  delle	  cellule	  che	  possiedono	  le	  alterazioni	  genetiche	  più	  favorevoli	  per	  la	  sua	  crescita	  e	  determina	  apoptosi	  in	  coloro	  che	  non	  le	   hanno.	   In	   questo	   studio	   è	   stato	   utilizzato	   il	   DNA	   tumorale	   circolante	  (cftDNA)	   estratto	   dal	   plasma	   di	   pazienti	   affetti	   da	   tumore	   del	   polmone	  progrediti	  alla	  terapia	  con	  tirosin-­‐chinasi	  inibitori,	  per	  rilevare	  mutazioni	  a	  carico	  dei	  geni	  EGFR,	  KRAS	  e	  BRAF.	  Se	  mutati,	  questi	  geni	  sono	  ritenuti	  fattori	  predittivi	  negativi	  nella	  risposta	  alla	  terapia	  con	  anti-­‐EGFR.	  Poiché	  un	   buon	   numero	   di	   pazienti	   KRAS	   e	   BRAF	   wild-­‐type	   va	   incontro	   a	  progressione	  del	  tumore	  durante	  il	  trattamento,	  per	  selezione	  clonale	  di	  cellule	  portatrici	  di	  mutazioni	   secondarie	  nel	  pathway	  di	  EGFR,	   è	  molto	  importante	   riuscire	   ad	   identificare	   precocemente	   lo	   sviluppo	   di	  mutazioni	  secondarie	  associate	  a	  resistenza	  acquisita.	  Il	  cftDNA	  estratto	  è	  stato	  analizzato	  con	  2	  tecniche	  che	  si	  basano	  su	  diversi	  principi:	  Droplet	  Digital	  PCR	  (BioRad)	  e	  Rotor-­‐Gene	  (Qiagen),	  con	  l’obiettivo	  di	  mettere	  a	  punto	  un	  metodo	  alternativo	  alle	  biopsie	  per	  individuare	  le	  mutazioni.	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INTRODUZIONE	  	  
1.0 TUMORE	  DEL	  POLMONE	  	  
Il	   tumore	  del	  polmone	  é	  ancora	   la	  principale	  causa	  di	  morte	  per	  cancro	  nel	   mondo	   e	   la	   diagnosi	   tardiva	   è	   il	   maggior	   ostacolo	   per	   migliorare	  l’esito	  del	  tumore.	  (Carney	  DN.N	  2002;	  Chute	  JP	  et	  al.	  1999).	  In	  Italia	  ogni	  anno	   sono	  diagnosticati	  35000	  nuovi	   casi;	   l’80%	  riguarda	   il	   tumore	  del	  polmone	  non	  a	  piccole	  cellule	  (NSCLC)	  e	  non	  più	  del	  10%	  di	  questi	  può	  essere	   trattato	   con	   la	   chirurgia	   a	   causa	  della	  mancanza	  di	   una	  diagnosi	  precoce	   e	   a	   causa	   di	   un’alta	   frequenza	   di	   metastasi	   al	   momento	   della	  diagnosi	   (Alberg	   AJ	   et	   al.	   2003).	   Circa	   i	   due	   terzi	   dei	   casi	   infatti,	   sono	  diagnosticati	  quando	   l’estensione	   locale	  o	  metastatica	  si	  e’	  già	  verificata	  (Brambilla	  C	  et	   al.	   2003).	  La	  diagnosi	   tardiva	  e’	   attribuita	  all’assenza	  di	  specifici	   sintomi	   che	   sono	   spesso	   presenti	   quando	   la	   malattia	   e’	   a	   uno	  stadio	   avanzato;	   questo	   a	   causa	   della	   mancanza	   di	   programmi	   di	  screening.	   Le	   ricerche	   stanno	   cercando	   di	   sviluppare	   metodi	   che	  utilizzano	   materiale	   biologico,	   che	   deriva	   da	   procedure	   non	   invasive,	  come	   il	   plasma,	   in	   modo	   da	   trovare	   possibili	   biomarcatori	   per	   una	  diagnosi	   precoce	   e	   per	   controllare	   le	   persone	   con	   maggior	   rischio	   di	  tumore	  del	  polmone	  (Huber	  RM	  et	  al.	  2004).	  Tra	  i	  biomarcatori,	  il	  DNA	  e	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le	  sue	  alterazioni	  sono	  di	  preminente	  interesse.	  La	  stadiazione	  dei	  tumori	  polmonari	   rappresenta	   una	   modalità	   attraverso	   la	   quale	   si	   tenta	   di	  ordinare,	   in	   base	   all’estensione,	   i	   diversi	   tumori	   del	   polmone	   e	   di	  conseguenza	   di	   standardizzare	   i	   diversi	   trattamenti	   chemio/	   radio/	  chirurgici. Negli	  anni	  sono	  state	  proposte	  numerose	  classificazioni	  per	  il	  carcinoma	   broncogeno,	   quella	   attualmente	   impiegata	   è	   quella	   proposta	  dall’Organizzazione	  Mondiale	  della	  Sanità	  (OMS):	  _SCLC	  (small	   cell	   lung	   cancer	   o	   carcinoma	  polmonare	   a	   piccole	   cellule):	  rappresenta	  l’istotipo	  caratterizzato	  da	  cellule	  di	  piccola	  taglia,	  che	  assai	  frequentemente	   si	   accompagna	   a	   metastasi	   diffuse.	   Dal	   punto	   di	   vista	  stadiativo	  si	  distingue	  in: 	  
-­‐ Malattia	  Limitata	  (LD)	  cioè	  localizzata	  al	  polmone	  e	  pertanto	  	  irradiabile	  
	  	  	  	  	  	  -­‐	  	  Malattia	  Estesa	  (ED):	  con	  presenza	  di	  metastasi	  a	  distanza.	  	  _NSCLC	  (non	  small	  cell	  lung	  cancer	  o	  carcinoma	  polmonare	  non	  a	  piccole	  cellule):	  il	  NSCLC	  comprende	  almeno	  4	  istotipi:	  
-­‐ carcinoma	   squamoso:	   prevalentemente	   a	   carico	   dei	   bronchi	   di	  grosso	   calibro	   (alte	   vie	   aeree);	   istotipo	   più	   diffuso	   negli	   uomini	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fumatori	  -­‐ adenocarcinoma:	   si	   presenta	   solitamente	   come	   lesione	   periferica.	  Negli	   ultimi	   anni	   la	   sua	   incidenza	   é	   significativamente	  incrementata,	   rappresentando	   l’istotipo	   più	   frequente	   non	   solo	  nelle	   donne.	   Si	   distingue	   in	   adenocarcinoma	   di	   derivazione	  bronchiale	   (la	   forma	   in	  assoluto	  più	   frequente)	  e	  BAC	   (carcinoma	  bronchiolo	   alveolare,	   che	   trae	   origine	   dall’epitelio	   degli	   alveoli,	  sede	  degli	  scambi	  aria-­‐sangue)	  -­‐ carcinoma	   a	   grandi	   cellule	   o	   anaplastico	   (scarsamente	  differenziato):	   ha	   un	   andamento	   peggiore	   rispetto	   ai	   due	  precedenti	  istotipi	  perché	  più	  aggressivo. 	  
	  	  Per	  il	  NSCLC	  la	  classificazione	  si	  basa	  sui	  criteri	  TNM,	  ove	  per	  T,	  N,	  M	  si	  intende:	  	  
1) T	  valuta	   la	  dimensione	  del	   tumore	  e	   la	  sua	  estensione	  rispetto	  ad	  alcune	  strutture	  pleuro-­‐polmonari.	  	  	  
Per	  “T”	  si	  riconoscono	  quattro	  livelli: 	  	  T1:	  tumore	  uguale	  o	   inferiore	  a	  3	  cm	  senza	  interessamento	  della	  pleura	  viscerale	  e/o	  del	  bronco	  principale. 	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T2:	   tumore	   di	   dimensioni	   maggiori	   a	   3	   cm	   oppure	   di	   qualunque	  dimensione	  che	  però	  sia	   localizzato	  a	  2	  cm	  dalla	  carena	  tracheale,	  o	  che	  coinvolga	  la	  pleura	  viscerale,	  o	  provochi	  atelettasia	  polmonare. 	  T3:	  qualunque	  dimensione	  purché	  infiltri	  la	  parete	  toracica,	  il	  diaframma,	  la	  pleura	  mediastinica,	  dia	  atelettasia	  di	  un	  intero	  polmone	  o	  sia	  entro	  2	  cm	  dalla	  carena	  tracheale.	   	  T4:	  qualunque	  tumore	  che	  invada	  il	  mediastino,	  il	  cuore	  o	  i	  grossi	  vasi,	  la	  trachea	   o	   il	   corpo	   vertebrale,	   la	   carena,	   che	   presenti	   noduli	  multipli	   in	  uno	  stesso	  lobo	  e/o	  versamento	  pleurico.	  	  2)	   N	   valuta	   l’interessamento	   linfonodale,	   cioè	   la	   presenza	   di	   cellule	  maligne	  nei	  linfonodi. 	  Per	  “N”	  si	  riconoscono	  quattro	  livelli: 	  N0:	  non	  evidenza	  di	  metastasi	  linfonodali. 	  N1:	   metastasi	   a	   carico	   dei	   linfonodi	   bronchiali	   o	   ilari	   omolaterali	   al	  tumore	  primitivo. 	  N2:	  metastasi	  a	  carico	  dei	  linfonodi	  mediastinici	  e	  carinali	  omolaterali. 	  N3:	   metastasi	   a	   carico	   dei	   linfonodi	   ilari,	   mediastinici	   e	   carinali	  controlaterali	  o	  sovraclaveari.	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3)	  M	   indica	   la	   presenza	   di	  metastasi	   (ovvero	   organi	   solidi	   in	   cui	   ci	   sia	  evidenza	   di	   cellule	   di	   derivazione	   polmonare).	   I	   siti	   più	   frequenti	   di	  metastasi	  da	  carcinoma	  polmonare	  sono:	  encefalo,	  surreni,	  fegato,	  ossa.	  
 Per	  “M”	  si	  riconoscono	  due	  livelli: 	  	  	  M0:	  non	  evidenza	  di	  metastasi	  a	  distanza.	  
 M1:	  presenza	  di	  metastasi	  a	  distanza	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Adenocarcinoma	  L'adenocarcinoma	  ha	  una	  frequenza	  pari	  al	  30-­‐40%,	  è	  più	  comune	  tra	  chi	  non	   abbia	  mai	   fumato	   e	   tra	   le	   donne.	   Si	   sviluppa	   prevalentemente	   alla	  periferia	  dei	  polmoni	   interessando	  spesso	  la	  pleura	  e	  si	  caratterizza	  per	  la	  presenza	  microscopica	  di	  strutture	  simil	  ghiandolari;	  è	  contraddistinto	  da	   rapida	   metastatizzazione	   a	   distanza	   e	   coinvolgimento	   linfonodale	  locoregionale.	   Il	   sottotipo	   bronchiolo-­‐alveolare	   presenta	   al	   contrario	  bassa	   incidenza	   di	   diffusione	   di	   malattia	   a	   distanza	   con	   frequente	  espansione	  intraparenchimale,	  potendo	  manifestarsi	  come	  nodulo	  isolato	  o	  multicentrico	  bilaterale.	  L’adenocarcinoma	  è	  così	  classificato:	  
• Adenocarcinoma	  in	  situ:	  nodulo	  di	  meno	  di	  3	  cm	  	  
• Adenocarcinoma	   non	   invasivo:	   nodulo	   di	   meno	   di	   3	   cm	   con	  metastasi	  di	  meno	  di	  5mm	  
• Adenocarcinoma	  invasivo.	  
	  
Carcinoma	  squamoso	  (o	  spinocellulare)	  Rappresenta	  il	  30%	  di	  tutte	  le	  neoplasie	  polmonari	  ed	  è	  più	  diffuso	  tra	  gli	  uomini.	   Si	   sviluppano	   come	   lesioni	   isolate,	   nodulari,	   rotondeggianti	   nel	  contesto	   del	   parenchima	   polmonare,	   o	   come	   tumori	   endoluminali	   e	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occludenti	   all'interno	   dell'albero	   bronchiale.	   La	   necrosi	   del	   tumore,	  talvolta	  visibile	  come	  ampie	  cavità,	  è	  tipica	  degli	  stadi	  avanzati.	  	  Tutti	  i	  fattori	  e	  risultati	  dei	  pazienti	  devono	  essere	  attentamente	  valutati	  in	  un	   team	  multidisciplinare	  di	  diagnosi	  prima	  di	   stabilire	  una	  diagnosi	  del	   tumore	   del	   polmone	   e	   prima	   di	   iniziare	   il	   trattamento.	   La	   strategia	  diagnostica	  dovrebbe	  essere	  personalizzata	  per	  ogni	  paziente	  a	  seconda	  delle	   dimensioni	   e	   della	   posizione	   del	   tumore,	   della	   presenza	   di	  metastasi,	   delle	   caratteristiche	   del	   paziente	   e	   dell’esperienza	   locale.	  Diagnosi,	   stadiazione	   e	   resezione	   (ad	   esempio	   la	   lobectomia)	   sono	  idealmente	  una	  procedura	  operativa	  per	  i	  pazienti	  con	  malattia	  in	  stadio	  precoce.	   La	   decisione	   tra	   biopsia	   o	   escissione	   chirurgica	   dipende	   da	  diversi	  fattori,	  per	  esempio	  se	  la	  TAC	  evidenzia	  noduli	  altamente	  sospetti.	  Se	   i	   risultati	   della	   biopsia	   o	   l’asportazione	   chirurgica	   indicano	   una	  diagnosi	  di	  NSCLC	  dovranno	  essere	  fatte	  ulteriori	  valutazioni	  in	  modo	  da	  determinare	   il	   trattamento	   più	   appropriato	   ed	   efficace.	   La	   valutazione	  patologica	   è	   eseguita	   per	   classificare	   l’istologia	   del	   tumore,	   l’estensione	  dell’invasione,	   se	   è	   un	   tumore	   primario	   o	  metastatico,	   stabilire	   lo	   stato	  dei	   margini	   del	   tumore	   e	   fare	   studi	   molecolari	   per	   determinare	   la	  presenza	  dell’alterazione	  di	  certi	  geni.	  La	  citologia	  può	  essere	  usata	  per	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distinguere	   l’Adenocarcinoma	   dal	   carcinoma	   squamoso.	   Le	   cellule	   del	  carcinoma	  squamoso	  sono	  spesso	  TTF-­‐1	  negativo	  e	  p63	  positivo	  mentre	  l’adenocarcinoma	  è	  di	  solito	  TTF-­‐1	  positivo.	  Questi	  due	  markers	  possono	  essere	   sufficienti	   per	   distinguere	   i	   due	   tipi	   di	   tumore	   (Travis	  WD	   et	   al.	  2011;	   Rekhtman	   N	   et	   al.	   2011	   )	   Molti	   biomarcatori	   sono	   emersi	   come	  prognostici	   e	   predittivi	   markers	   per	   il	   NSCLC.	   Tra	   questi	   biomarcatori	  l’evidenza	   più	   forte	   è	   per	   EGFR,	   per	   l‘oncogene	   KRAS	   e	   l’ALK	   fusione	  oncogene.	   La	   presenza	   della	   delezione	   dell’esone	   19	   in	   EGFR	   o	   la	  mutazione	   dell’esone	   21	   L858R	   non	   sembra	   essere	   prognostico	   di	  sopravvivenza	  nei	   pazienti	   con	  NSCLC,	   indipendenti	   dalla	   terapia	   (Tsao	  MS	   et	   al.	   2005).	   Tuttavia,	   la	   presenza	   della	   delezione	   dell’esone	   19	   o	  mutazione	   L858R	   è	   predittiva	   del	   beneficio	   apportato	   dalla	   terapia	   con	  EGFR	  tirosin-­‐chinasi	  inibitori	  (EGFR-­‐TKI)	  	  (Miller	  VA	  et	  al.	  2008;	  Sequist	  LV	  et	  al.	  2008)	  La	   presenza	  di	  mutazioni	   di	  KRAS	   è	   prognostica	   di	   poca	   sopravvivenza	  per	  pazienti	  con	  NSCLC	  rispetto	  a	  chi	  ha	  KRAS	  wild	  tipe	   (Slebos	  RJ	  et	  al.	  1990).	  Le	  mutazioni	  di	  KRAS	  sono	  anche	  predittive	  di	  assenza	  di	  benefici	  da	  chemioterapia	  con	  platino	  o	  terapia	  con	  EGFR	  TKI.	  
L’oncogene	   ALK	   è	   un	   nuovo	   biomarcatore	   identificato	   in	   pazienti	   con	  NSCLC	  	  .	  Altre	  mutazioni	  identificate	  sono	  HER2	  (conosciuta	  anche	  come	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ERBB2)	   e	   le	   mutazioni	   BRAF.	   L’individuazione	   in	   un	   tumore	   di	   questi	  
biomarcatori,	   può	   fornire	   indicazioni	   su	   quali	   trattamenti	   mirati	  potranno	  essere	  efficaci,	  aiutando	  l’oncologo	  a	  selezionare	  fin	  dall’inizio	  il	  trattamento	   più	   appropriato	   per	   ogni	   paziente,	   sulla	   base	   delle	  caratteristiche	  genetiche	  del	  tumore.	  	  	  1.1	  	  	  	  TERAPIA	  DEL	  TUMORE	  DEL	  POLMONE	  	  
	  La	   chirurgia,	   la	   radioterapia	   e	   la	   chemioterapia	   sono	   le	   tre	   modalità	  comunemente	   usate	   per	   trattare	   i	   pazienti	   con	   NSCLC.	   Possono	   essere	  usate	   singolarmente	   o	   in	   combinazione	   a	   seconda	   dello	   stato	   della	  malattia.	  	   CHIRURGIA	  In	  generale	  per	  i	  pazienti	  allo	  stadio	  I	  o	  II	  della	  malattia	  offre	  la	  migliore	  possibilità	  di	  cura.	  La	  procedura	  chirurgica	  usata	  dipende	  dall’estensione	  del	  tumore	  e	  sulla	  riserva	  cardiopolmonare	  del	  paziente.	  	   RADIOTERAPIA	  La	  radioterapia	  può	  essere	  usata	  come	  terapia	  adiuvante	  per	  pazienti	  con	  NSCLC	   resecabile	   senza	   controindicazioni	   per	   la	   chirurgia	   oppure	   può	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essere	  il	  primo	  trattamento	  locale	  o	  come	  terapia	  palliativa	  per	  pazienti	  con	  NSCLC	  incurabile.	  	   CHEMIOTERAPIA	  Molti	   farmaci	   sono	   usati	   per	   lo	   stadio	   IV	   del	   NSCLC.	   Questi	   farmaci	  includono	   agenti	   al	   platino	   (cisplatino,	   carboplatino),	   taxani	   (es.	  paclitaxel,	   docetaxel),	   vinblastina,	   gemcitabina	   e	   pemetrexed.	   Le	  combinazioni	  usate	  di	  questi	  farmaci	  danno	  un	  anno	  di	  sopravvivenza	  nel	  30-­‐40	  %	   dei	   casi	   e	   sono	   superiori	   ai	   singoli	   agenti	   (Ohe	   Y	   et	   al.	   2007;	  Fossella	  F	  et	  al.	  2003;	  Scagliotti	  GV	  et	  al.	  2008).	  	   TARGET	  THERAPY	  Sono	   state	   sviluppate	   specifiche	   target	   therapy	   per	   il	   trattamento	   del	  tumore	  del	  polmone	  in	  stadio	  avanzato.	  
Bevacizumab	   	   è	   un	   anticorpo	   monoclonale	   ricombinante	   che	   blocca	   il	  fattore	  di	  crescita	  endoteliale	  vascolare.	  	  
Gefitinib	  e	  Erlotinib	   sono	  piccole	  molecole	   somministrabili	   per	   via	   orale	  che	  agiscono	  tramite	  blocco	  selettivo	  e	  reversibile	  della	  fosforilazione	  del	  dominio	  tirosin	  chinasico	  di	  EGFR	  mediante	  un	  meccanismo	  competitivo	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con	  l’ATP	  per	  il	  sito	  attivo	  dell’EGFR	  stesso.	  
Crizotinib	  inibisce	  ALK	  e	  MET	  ,	  inibitore	  tirosin	  chinasi.	  
Cetuximab	  è	  un	  anticorpo	  monoclonale	  con	  EGFR	  come	  bersglio.	  Erlotinib	  fu	  approvato	  dalla	  FDA	  nel	  2004	  per	   il	   trattamento	  di	  pazienti	  con	  NSCLC	  locale	  avanzato	  o	  metastatico	  dopo	  il	  fallimento	  di	  almeno	  un	  precedente	   regime	   chemioterapico.	   Inoltre,	   erlotinib	   è	   anche	  raccomandato	   come	   prima	   linea	   di	   terapia	   in	   pazienti	   con	   avanzato,	  recidivante	  o	  metastatico	  NSCLC	  che	  hanno	  conosciuto	  mutazione	  EGFR	  attiva	  o	  mutazione	  del	  gene,	  indipendentemente	  dalla	  loro	  PS	  (Eberhard	  DA	  et	  al.	  2005;	  Sequist	  LV	  et	  al.	  2007;	  Inoue	  A	  et	  al.	  2009).	  Pazienti	  con	  mutazione	   EGFR	   che	   ricevono	   TKI	   hanno	   una	   risposta	   del	   67%	   e	   una	  sopravvivenza	   globale	   di	   24	   mesi	   (Jackman	   DM	   et	   al.	   2009).	   Prima	   di	  utilizzare	  i	  farmaci	  diretti	  contro	  l’EGFR	  deve	  essere	  valutato	  il	  suo	  livello	  di	  espressione	  con	  metodi	  di	  immunoistochimca:	  una	  tecnica	  che	  riveste	  un	   ruolo	   molto	   importante	   nella	   routine	   del	   laboratorio	   di	   anatomia	  patologica,	   in	   grado	   di	   individuare	   specifiche	   molecole	   o	   strutture	   del	  compartimento	  intra-­‐	  ed	  extra-­‐cellulare.	  La	  tecnica	  immunoistochimica	  si	  basa	   sul	   principio	   di	   coniugazione	   antigene-­‐anticorpo	   in	   addizione	   poi	  con	   sistemi	   di	   rilevazione	   (enzimatici,	   fluorescenti)	   che	   ne	   rendono	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visibile	   l’avvenuta	   reazione	   al	  microscopio	   (Li-­‐ChenYen	   et	   al.	   2009).	   La	  condizione	  per	  poter	  somministrare	  farmaci	  anti-­‐EGFR	  è	  che	  l’EGFR	  non	  abbia	   subito	   una	   mutazione	   o	   una	   diminuzione	   di	   espressione,	   che	  renderebbero	   il	   tumore	   resistente	   al	   farmaco.	   Questa	   teoria	   venne	  confermata	   anche	   in	   studi	   su	   pazienti	   con	   tumore	   del	   polmone	   che	  mostravano	   resistenza	   secondaria	   al	   farmaco	   inibitore	   dell’EGFR	  erlotinib;	  nei	  casi	   in	  cui	  al	  momento	  della	  progressione	  della	  malattia	  si	  creava	  il	  sub-­‐clone	  con	  l‘allele	  di	  EGFR	  mutato	  T790M	  si	  aveva	  resistenza	  al	   trattamento	  (Misale	  et	  al.	  2012).	  Una	  delle	   limitazioni	  principali	  delle	  terapie	   target	  specifiche	  è	  anche	   l’insorgenza	  di	   resistenze	  secondarie	  a	  tali	  trattamenti.	  	  	  
Una	  recente	  meta-­‐analisi	  condotta	  su	  22	  studi,	  ha	  concluso	  che	  mutazioni	  in	   KRAS	   sono	   associate	   a	   mancata	   risposta	   al	   trattamento	   con	   farmaci	  inibitori	   dell’EGFR,	   a	   più	   breve	   sopravvivenza	   libera	   da	   progressione	  (PFS)	  e	  a	  minore	  sopravvivenza	  globale	   (OS).	  Pertanto,	   i	  dati	  emergenti	  sull'associazione	   tra	   lo	   stato	   mutazionale	   di	   KRAS	   e	   la	   non	   risposta	   a	  questo	   trattamento	  mirato	  hanno	  portato	  alla	  restrizione	  dell’utilizzo	  di	  questi	   farmaci	  solo	  per	   i	  pazienti	  con	  KRAS	  wild-­‐type	   (Garm	  Spindler	  et	  al.	   201).	   È	   possibile	   che	   altre	   mutazioni,	   che	   colpiscono	   i	   geni	   che	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codificano	   per	   le	   proteine	   implicate	   in	   questa	   via	   di	   trasduzione,	   siano	  responsabili	   della	   resistenza	   alle	   terapie	   anti-­‐EGFR,	   come	  mutazioni	   in	  altri	  codoni	  di	  KRAS	  (codone	  13,	  61	  e	  146),	  mutazioni	   in	  BRAF	  (codone	  600),	   mutazioni	   in	   NRAS	   (codoni	   12-­‐13-­‐61).	   In	   assenza	   di	   mutazioni	  KRAS,	   la	   resistenza	   ai	   trattamenti	   anti-­‐EGFR	   può	   essere	   provocata	   da	  alterazioni	   di	   altre	   componenti	   della	   via	   RAS-­‐RAF-­‐MEK-­‐MAPK.	   Il	  principale	  effettore	  di	  KRAS	  è	  la	  serina-­‐treonina	  kinasi	  BRAF;	  nei	  soggetti	  con	   KRAS	  wild	   type,	   le	   mutazioni	   di	   BRAF	   potrebbero	   avere	   un	   valore	  predittivo/prognostico	   (Di	   Nicolantonio	   et	   al.	   2008).	   In	   uno	   studio	   la	  mutazione	   BRAF	   	   V600E	   (sostituzione	   di	   una	   timina	   con	   adenina	   al	  nucleotide	   1796	   che	   porta	   alla	   sostituzione	   della	   valina	   al	   residuo	   600	  con	   il	   glutammato)	  è	   stata	   rilevata	   in	  11	  dei	  79	  pazienti	   con	  KRAS	  wild	  
type	   trattati	   con	   farmaci	   anti-­‐EGFR.	   Nessuno	   dei	   soggetti	   con	   BRAF	  mutato	   ha	   risposto	   al	   trattamento,	  mentre	   nessuno	  di	   quelli	   che	   hanno	  risposto	  erano	  portatori	  di	  mutazioni	  BRAF.	  I	  pazienti	  con	  BRAF	  mutato	  hanno	   avuto	   una	   sopravvivenza	   libera	   da	   progressione	   e	   una	  sopravvivenza	   complessiva	   significativamente	   più	   brevi	   rispetto	   ai	  pazienti	   con	   BRAF	   wild	   type.	   L’allele	   V600E	   ha	   compromesso	   l’effetto	  terapeutico	   del	   cetuximab	   o	   del	   panitumumab.	   Le	  mutazioni	   di	   KRAS	   e	  BRAF	   sono	   ritenute	   di	   particolare	   importanza	   come	   fattori	   predittivi	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negativi	   nella	   risposta	   alla	   terapia	   con	   farmaci	   anti-­‐EGFR,	   per	   questo	  motivo	   tali	   trattamenti	   non	   sono	   raccomandati	   nei	   casi	   di	   tumore	   che	  possiedono	   cellule	   con	   KRAS	   o	   BRAF	   mutato	   (Deschoolmeester	   et	   al.	  2010).	  
1.2	  IL	  FATTORE	  DI	  CRESCITA	  EPIDERMICO	  
	  Il	   fattore	   di	   crescita	   epidermico	   (EGF)	   svolge	   un	   ruolo	   importante	   nel	  regolare	   la	   crescita,	   la	   proliferazione	   e	   la	   differenziazione	   cellulare	  legandosi	   al	   suo	   recettore	   EGFR,	   glicoproteina	   trans-­‐membrana	  appartenente	  ai	  recettori	  dei	  fattori	  di	  crescita.	  EGFR	  è	  un	  recettore	  che	  si	  è	   dimostrato	   essere	   un	   fattore	   cruciale	   nello	   sviluppo	   e	   nella	   crescita	  della	  malattia	  neoplastica	  nell’uomo.	   	  La	  rete	  di	   trasduzione	  del	  segnale	  mediato	   da	   EGFR	   possiede	   infatti	   un	   ruolo	   importante	   in	   numerosi	  processi	   di	   cancerogenesi,	   quali	   la	   proliferazione	   delle	   cellule	  neoplastiche,	   l’angiogenesi	   e	   la	   metastatizzazione.	   In	   seguito	   al	   legame	  con	   il	   ligando,	   EGFR	   può	   subire	   omo-­‐	   o	   etero-­‐dimerizzazione	   con	   altri	  recettori	  appartenenti	  alla	  stessa	  famiglia	  e	  ne	  consegue	  fosforilazione	  ed	  attivazione	   del	   dominio	   tirosino	   chinasico	   intracellulare.	   Dopo	   la	  dimerizzazione	   dei	   recettori	   tirosin-­‐chinasici,	   i	   primi	   bersagli	   della	  fosforilazione	   sono	   le	   numerose	   tirosine	   presenti	   nel	   dominio	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citoplasmatico	   del	   recettore	   stesso;	   in	   conseguenza	   a	   ciò	   si	   ha	   un	  cambiamento	   conformazionale	   della	   proteina	   e	   il	   sito	   attivo	   per	   la	  fosforilazione	   delle	   tirosine	   comincia	   a	   fosforilare	   altre	   proteine	  bersaglio.	   Il	   passaggio	   successivo	   nella	   propagazione	   del	   segnale	   è	  l’attivazione	  di	  una	  proteina	  G,	  in	  questo	  caso	  appartenente	  alla	  famiglia	  
RAS.	   La	   proteina	   G,	   attivata	   dal	   suo	   legame	   con	   GTP,	   si	   lega	   poi	   a	   una	  proteina	   chinasi	   citoplasmatica,	   cambiandone	   la	   conformazione	   e	  innescandone	  l’attività	  chinasica.	  Le	  proteine	  chinasiche	  che	  sono	  a	  valle	  nella	  cascata	  sono	  le	  proteine	  RAF,	  MEK	  (1	  e	  2)	  e	  MAPK	  (ERK1	  ed	  ERK2).	  I	   bersagli	   di	   alcune	   di	   queste	   proteine	   sono	   attivatori	   e	   repressori	  trascrizionali	   che,	   cambiando	   conformazione,	   inducono	   o	   reprimono	   la	  trascrizione	  di	   geni	   importanti	  per	   la	  proliferazione	  e	   crescita	   cellulare.	  La	   dimerizzazione	   di	   EGFR	   non	   comporta	   soltanto	   l'attivazione	   di	   RAS,	  ma	  anche	  l'innesco	  della	  via	  di	  PI3K,	  il	  cui	  principale	  bersaglio	  è	  AKT	  che,	  in	  seguito	  ad	  attivazione,	  è	  in	  grado	  di	  inibire	  fortemente	  l'apoptosi.	  	  Riassumendo	   possiamo	   dire	   che	   l’attivazione	   di	   EGFR	   è	   in	   grado	   di	  innescare	  due	  vie	  di	  segnale:	  
→ La	   via	   di	   KRAS	   –	   BRAF	   –	   MEK	   (Mitogen-­‐activated	   ERK	   kinase)	   –	  MAP	  (Mitosis	  Activating	  Protein)	  
	  	   	  	  	   	  	  
20	  
coinvolta	  principalmente	  nella	  proliferazione	  e	  differenziazione	  cellulare;	  
→ e	  la	  via	  PI3K	  	  –	  AKT	  	  
implicata	  soprattutto	  nella	  sopravvivenza/morte	  delle	  cellule.	  	  
	  
Figura	  1.	  Cascata	  del	  segnale	  a	  partire	  dall’interazione	  EGF-­‐EGFR	  	  Vi	  sono	  numerose	  modalità	  che	  fanno	  sì	  che	  EGFR	  venga	  attivato	  in	  modo	  aberrante,	  tra	  le	  quali	  l’over-­‐espressione	  del	  recettore,	  l’amplificazione	  e	  la	   mutazione	   genica.	   Le	   più	   comuni	   mutazioni	   di	   EGFR	   presenti	  complessivamente	  nell'85-­‐90%	  dei	  casi,	  sono	  la	  delezione	  nell'esone	  19	  e	  la	   sostituzione	   L858R	   nell'esone	   21.	   Entrambe	   sono	   state	   associate	   ad	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aumentata	  sensibilità	  agli	   inibitori	  tirosin-­‐chinasici	  di	  EGFR,	  gefitinib	  ed	  erlotinib,	   e	   la	   loro	  presenza	   correla	   con	  una	   risposta	   obiettiva	  nel	   75%	  circa	   dei	   pazienti	   trattati	   con	   questi	   farmaci	   (Bria	   et	   al.	   2011).	  Nonostante	  ciò	  la	  somministrazione	  prolungata	  di	  gefitinib	  ed	  erlotinib	  in	  pazienti	   con	  mutazioni	   attivanti	  porta	   comunque	  a	   resistenza	  acquisita,	  verificandosi	  in	  genere	  progressione	  clinica	  dopo	  circa	  un	  anno	  dall'inizio	  del	   trattamento.	   Sono	   state	   in	   particolare	   identificate	   tre	   mutazioni	  secondarie	  associate	  a	  resistenza	  agli	   inibitori	   tirosin-­‐chinasici	  di	  EGFR:	  una	   mutazione	   puntiforme	   nell'esone	   19	   (D761Y),	   una	   nell’esone	   20	  (T790M)	   e	   un'inserzione	   nell'esone	   20.	   La	   più	   comune	   (>90%)	   è	   la	  mutazione	   T790M	   che	   è	   dovuta	   alla	   sostituzione	   nucleotidica	   C>T	   in	  posizione	  2369	  nell'esone	  20.	  	  	  
1.3	  LE	  PROTEINE	  	  RAS	  e	  RAF	  	  La	   famiglia	   RAS	   è	   composta	   da	   proteine	   GTP-­‐asiche	   che	   svolgono	   un	  ruolo	   importate	   nel	   processo	   di	   proliferazione	   indotto	   da	   fattori	   di	  crescita.	   Le	   proteine	   RAS	   sono	   localizzate	   sul	   versante	   citoplasmatico	  della	  membrana	  plasmatica	  e	  passano	  continuamente	  da	  uno	  stato	  attivo	  (legato	  a	  GTP	  guanosina-­‐trifosfato)	  che	  trasmette	  il	  segnale,	  ad	  uno	  stato	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inattivo,	   quiescente	   (legato	   a	   GDP	   guanosina-­‐difosfato).	   Nelle	   cellule	  normali,	   lo	   stato	   attivo	   durante	   il	   quale	   la	   proteina	   RAS	   trasmette	   il	  segnale	   è	   uno	   stato	   transitorio,	   in	   quanto	   l’attività	  GTP-­‐asica	   intrinseca	  della	   proteina	   RAS	   idrolizza	   il	   GTP	   a	   GDP,	   riportando	   RAS	   al	   suo	   stato	  quiescente	   basale.	   L’attività	   GTP-­‐asica	   intrinseca	   delle	   proteine	   RAS	  normali	   è	   enormemente	   accelerata	   dal	   legame	   con	   le	   GAP	   (proteine	  attivanti	   le	   GTP-­‐asi).	   Essendo	   a	   valle	   della	   cascata,	   anche	   l’attivazione	  delle	  proteine	  RAF	  è	   conseguentemente	   transitoria	   (Ramzi	  S.	  Contranet	  al.	  Robbins	  IV	  edizione	  Vol.	  I).	  	  
L’oncogene	  RAS	  rappresenta	  il	  miglior	  esempio	  di	  attivazione	  causata	  da	  una	  mutazione	   puntiforme,	   che	   genera	   una	   proteina	   permanentemente	  attiva,	   a	   prescindere	   dalla	   presenza	   o	   meno	   dello	   stimolo	   a	   monte,	   in	  quanto	  è	  ridotta	  drammaticamente	  l’attività	  GTPasica.	  Tali	  onco-­‐proteine	  inoltre	  non	  sono	  più	   in	  grado	  di	   legare	   le	  GAP.	  La	   forma	  mutata	  di	  RAS	  rimane	  così	  attiva,	  legata	  a	  GTP	  e	  provoca	  una	  patologica	  attivazione	  del	  segnale	  mitogeno	  (Antony	  J.	  F.	  Griffiths	  et	  al.	  Genetica	  -­‐	  Principi	  di	  analisi	  formale	   VI	   edizione).	   Il	   30%	   degli	   adenocarcinomi	   del	   polmone	  presentano	  mutazioni	  KRAS.	  Queste	  mutazioni	  sono	  assenti	  in	  altri	  tipi	  di	  tumori	  indicando	  che	  la	  loro	  presenza	  non	  è	  fondamentale	  per	  il	  processo	  di	   cancerogenesi	   (Ramzi	   S.	   Contran	   et	   al.	   Robbins	   IV	   edizione	   Vol.	   I).	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Come	   avviene	   per	   Ras,	   anche	   l‘oncogene	   RAF	   può	   subire	   mutazioni	  durante	  la	  progressione	  tumorale	  che	  possono	  portare	  a	  resistenza	  verso	  i	   farmaci	   che	   inibiscono	   l’EGFR,	   con	   un	  meccanismo	   uguale	   a	   quello	   di	  RAS;	  ovvero	  RAF	  diviene	  costitutivamente	  attivo	  indipendentemente	  dai	  segnali	   ricevuti	   a	  monte.	   Possiamo	   così	   affermare	   che	   RAS	   e	   RAF	   sono	  due	  biomarcatori	  molecolari,	  la	  determinazione	  del	  loro	  stato,	  wild	  type	  o	  mutato,	   permette	   di	   predire	   l’efficacia	   dell’azione	   dei	   farmaci	   biologici,	  quali	   gli	   anticorpi	   anti-­‐EGFR	   in	  questo	   tipo	  di	   tumori,	  permettendo	  una	  
target	  therapy.	  	  
1.4	  	  	  GENOTIPIZZAZIONE	  DI	  KRAS	  e	  BRAF	  Nella	  maggior	  parte	  degli	  studi,	  la	  genotipizzazione	  di	  KRAS	  e	  BRAF	  viene	  solitamente	  effettuata	  su	  un	  campione	  di	  tessuto	  del	  tumore	  primario;	  ci	  sono	  però	  delle	  limitazioni	  a	  queste	  analisi,	  come	  per	  esempio	  la	  difficoltà	  di	   ottenere	   campioni	   di	   tumore	   adatti	   per	   l’analisi	   molecolare,	   o	  considerando	   l'eterogeneità	  genetica	  dei	   tumori	  di	   cui	   abbiamo	  parlato,	  le	   mutazioni	   KRAS	   e	   BRAF	   potrebbero	   essere	   irrilevabili	   nel	   tumore	  primario,	  ma	  potrebbero	  essere	  presenti	  a	  livello	  delle	  metastasi	  (Li-­‐	  ChenYen	   et	   al.	   2009).	   Purtroppo,	   il	   tessuto	   metastatico	   è	   raramente	  disponibile	  per	  i	  test	  a	  causa	  di	  motivi	  etici	  e	  pratici,	  e	  metodi	  alternativi	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per	   l’analisi	   mutazionale	   possono	   avere	   grande	   valore	   clinico	   (Garm	  Spindler	   et	   al.	   2012).	   Il	   recente	   avvento	   della	   tecnologia	   per	  l'amplificazione	   di	   campioni	   di	   DNA	   tumorale	   estratti	   da	   siero	   o	   da	  plasma	   ha	   permesso	   di	   identificare	   le	   alterazioni	   genetiche	   di	   pazienti	  con	  tumore.	  Pertanto,	  le	  mutazioni	  di	  KRAS	  e	  BRAF	  rilevabili	  dal	  sangue	  periferico,	  potrebbero	  riflettere	   l'effettivo	  status	  tumorale	  o	  metastatico	  e	  predire	  la	  risposta	  clinica	  alla	  terapia	  (Li-­‐ChenYen	  et	  al.	  2009).	  Inoltre	  tramite	   il	  DNA	   tumorale	   circolante,	   l'emergere	   di	   cloni	  mutanti	  KRAS	   e	  BRAF	  potrebbe	  essere	  rilevata	  con	  metodi	  non-­‐invasivi	  mesi	  prima	  che	  la	  progressione	   sia	   visibile	   tramite	   radiografia.	   Definire	   le	   basi	  molecolari	  della	   resistenza	   secondaria	   alle	   terapie	   anti-­‐EGFR	   è	   fondamentale	   per	  monitorare,	   prevenire	   e/o	   superare	   la	   refrattarietà	   di	   tale	   farmaco	  (Misale	  et	  al	  2012).	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LA	  STORIA	  DEGLI	  ACIDI	  NUCLEICI	  CIRCOLANTI	  	  La	  presenza	  di	  acidi	  nucleici	   liberi	  nel	  sangue	  umano	   fu	  descritta	  per	   la	  prima	   volta	   nel	   1948	   da	   Mandel	   e	   Metais.	   Nonostante	   il	   carattere	  innovativo	   di	   questo	   lavoro,	   gli	   venne	   dato	   poco	   valore	   fino	   al	   1966,	  quando	  Tan	  et	  al.	  dimostrarono	  la	  presenza	  di	  DNA	  circolante	  nel	  siero	  e	  nel	   plasma	  dei	   pazienti	   affetti	   da	   lupus	   eritematoso	   sistemico.	   Parecchi	  anni	   più	   tardi,	   nel	   1977,	   Leon	   et	   al.	   segnalarono	   la	   presenza	   di	   elevati	  livelli	   di	   DNA	   circolante	   nel	   siero	   di	   pazienti	   affetti	   da	   tumore	   del	  pancreas	   (Ziegler	  et	   al.	  2002).	  Con	  gli	   studi	   svolti	   in	   seguito	   si	   è	  potuto	  affermare	  che	  gli	  acidi	  nucleici	  circolanti	  (CNA)	  sono	  presenti	   in	  piccole	  quantità	  nel	  sangue	  di	  individui	  sani	  ed	  aumentano	  nei	  pazienti	  affetti	  da	  una	   serie	   di	   disturbi	   clinici	   come	   tumore,	   ictus,	   traumi,	   infarto	   del	  miocardico,	  malattie	  autoimmuni	  e	  complicazioni	  associate	  a	  gravidanza	  (Swarup	  e	  Rajeswari	  2007).	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DNA	  TUMORALE	  CIRCOLANTE	  Il	  DNA	  tumorale	  circolante	  (cftDNA)	  fa	  parte	  degli	  acidi	  nucleici	  ritrovati	  nel	  sangue	  periferico	  di	  pazienti	  affetti	  da	  tumore	  e	  può	  essere	  isolato	  dal	  siero	  e	  dal	  plasma,	  sotto-­‐forma	  di	  piccoli	  frammenti	  di	  dimensioni	  minori	  di	  1000	  bp	  (Corradi	  et	  al.	  2012).	  L’origine	   del	   DNA	   tumorale	   circolante	   venne	   definitivamente	   compresa	  quando	   nel	   1989,	   Stroun	   et	   al.	   rilevarono,	   nel	   DNA	   isolato	   dal	   plasma,	  mutazioni	   in	  comune	  a	  quelle	  del	  DNA	  delle	  cellule	  tumorali	  degli	  stessi	  pazienti	   (Tong	   e	   Dennis	   2006).	   Come	   ulteriore	   conferma,	   in	   studi	  effettuati	   su	   pazienti	   con	   tumore	   del	   colon-­‐retto,	   venne	   evidenziata	   la	  presenza	   delle	   stesse	   mutazioni	   a	   carico	   del	   gene	   KRAS	   sia	   nel	   DNA	  tumorale	   circolante	   che	   nel	   DNA	   delle	   cellule	   del	   tumore.	   (Anker	   et	   al.	  2001).	  
	  
Il	  rilascio	  del	  cftDNA	  Sebbene	   le	   testimonianze	   che	   provano	   la	   presenza	   di	   elevati	   livelli	   di	  acidi	  nucleici	  circolanti	  nel	  plasma	  dei	  pazienti	  affetti	  da	   tumore	  stanno	  aumentando	   giorno	   dopo	   giorno,	   il	   meccanismo	   di	   rilascio	   è	   ancora	   in	  parte	   sconosciuto	   (Swarup	   e	  Rajeswari	   2007).	   L’ipotesi	   è	   quella	   che	   gli	  acidi	   nucleici	   entrino	   in	   circolazione	   tramite	   l’apoptosi	   dei	   linfociti	   e	   di	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altre	  cellule	  nucleate.	  Questo	  processo	  si	  verifica	  sia	   in	  soggetti	  sani	  che	  in	  quelli	  affetti	  da	  tumore,	  ed	  è	  responsabile	  della	  presenza	  nel	  plasma	  e	  nel	  siero	  di	  DNA	  circolante	  tumorale	  e	  non	  tumorale.	  Nei	  pazienti	  affetti	  da	  malattia	   si	   pensa	   che	   l’elevata	   quantità	   di	  DNA	   ritrovato	   nel	   plasma	  derivi	   soprattutto	   da	   necrosi	   tumorale	   (Swarup	   e	   Rajeswari	   2007).	   I	  processi	  apoptotici	  e	  necrotici	  aumentano	  moltissimo	   in	  presenza	  di	  un	  tumore,	  soprattutto	  a	  causa	  dell’ipossia	  (Benesova	  et	  al.	  2013).	  
	  
Quantificazione	  del	  cftDNA	  La	   concentrazione	   degli	   acidi	   nucleici	   che	   circolano	   liberi	   nei	   fluidi	  biologici	  è	  solitamente	  bassa	  e	  può	  variare	  tra	  i	  vari	  individui	  (Corradi	  et	  al.	  2012).	  Già	  da	  tempo,	  tramite	  dosaggio	  radioimmunologico	  (tecnica	  di	  laboratorio	   utilizzata	   per	   dosare	   qualsiasi	   composto	   immunogenico	  disponibile	   in	   forma	   pura	   e	   marcabile	   radioattivamente),	   è	   stato	  dimostrato	  che	  la	  concentrazione	  di	  DNA	  circolante	  in	  pazienti	  affetti	  da	  tumore	  aumenta	  fino	  a	  4	  volte	  rispetto	  a	  quella	  dei	  controlli	  sani	  (Board	  et	   al.	   2008).	   Per	   il	   DNA	   tumorale	   circolante	   la	   concentrazione	   varia	  all’interno	  di	  un	  range	  da	  1-­‐100	  ng/ml	  di	  campione	  umano	  (Corradi	  et	  al.	  2012).	   Inoltre,	  una	  quantità	  ancora	  maggiore	  di	  DNA	  è	  stata	   trovata	  nel	  plasma	   o	   nel	   siero	   dei	   pazienti	   con	  metastasi	   rispetto	   a	   quelli	   con	   una	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malattia	   localizzata	   (Anker	   et	   al.	   2001).	   Leon	   et	   al.	   hanno	   dimostrato	  anche	   che	   i	   livelli	   di	  DNA	  nel	  plasma	  dei	  pazienti	   affetti	   da	   tumore,	   era	  effettivamente	   diminuito	   dopo	   la	   chemioterapia,	   così	   come	   in	   quelli	  sottoposti	   a	   radioterapia	   (Benesova	   et	   al.	   2013).	   La	   diminuzione	   dei	  livelli	   di	   DNA	   circolante	   è	   stata	   notata	   durante	   il	   follow-­‐up	   dei	   pazienti	  che	  rispondevano	  al	  trattamento	  e	  che	  hanno	  mostrato	  una	  significativa	  sopravvivenza	  libera	  da	  ricaduta	  (Ziegler	  e	  Zangemeister	  2002).	  Il	  follow-­‐
up	  ha	  inoltre	  evidenziato	  una	  stretta	  correlazione	  tra	  la	  persistenza	  di	  alti	  livelli	  di	  DNA	   tumorale	   circolante	  nel	  plasma	  o	  nel	   siero	  e	   la	   resistenza	  della	  malattia	  al	  trattamento	  (Anker	  et	  al.	  2001).	  
	  
Importanza	  del	  DNA	  tumorale	  circolante	  
Metodo	  alternativo	  alle	  ripetute	  biopsie	  Uno	  dei	  principali	  ostacoli	  per	  la	  diagnosi	  molecolare	  dei	  tumori	  solidi	  e	  per	  il	  loro	  monitoraggio	  è	  la	  necessità	  di	  procedure	  invasive	  per	  ottenere	  un	  adeguato	  materiale	  su	  cui	  effettuare	  i	  test	  molecolari.	  La	  biopsia	  è	  un	  esame	   medico	   che	   consiste	   nel	   prelievo	   di	   una	   porzione	   o	   di	   un	  frammento	  di	  tessuto	  da	  un	  organismo	  vivente.	  Il	  tessuto	  prelevato	  viene	  poi	  analizzato	  al	  microscopio	  o	  con	  tecniche	  di	  microbiologia	  o	  di	  biologia	  molecolare,	   al	   fine	  di	  escludere	  o	  confermare	  un	  sospetto	  di	  malattia.	   Il	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prelievo	  di	  tessuto	  può	  avvenire	  per	  via	  percutanea,	  per	  via	  endoscopica	  (mediante	  prelievo	  con	  un	  ago)	  o	  mediante	  escissione	  nel	  contesto	  di	  un	  intervento	   operatorio.	   Inoltre	   per	   consentire	   l’allestimento	   di	   preparati	  osservabili	   al	  microscopio,	   il	   tessuto	   viene	   prima	   fissato	   in	   formalina	   e	  quindi	  incluso	  in	  paraffina.	  Il	  tessuto	  così	  ottenuto	  può	  essere	  tagliato	  in	  fettine	   dello	   spessore	   di	   2-­‐4	   micron	   e	   montato	   su	   un	   vetrino	   porta-­‐oggetti.	   Il	  medico	   specialista	   in	   anatomia	   patologica	   valuta	   il	   vetrino	   al	  microscopio	  e	  formula	  la	  diagnosi.	  
Gli	  svantaggi	  della	  biopsia:	  
→	  	  la	  formalina	  in	  cui	  viene	  immerso	  il	  tessuto	  può	  degradare	  il	  DNA	  a	  tal	  punto	  da	  renderlo	  inutilizzabile	  per	  analizzare	  la	  presenza	  di	  mutazioni,	  in	  questo	  caso	  risulta	  impossibile	  fare	  una	  diagnosi;	  
→	  	  è	  un	  metodo	  invasivo;	  
→	  	  per	  analizzare	  tutta	  l’eterogeneità	  tumorale	  spaziale	  e	  temporale	  tra	  i	  vari	   siti	   della	   malattia,	   occorrerebbero	   biopsie	   multiple	   e	   ripetute	   nel	  tempo;	  così	  come	  anche	  in	  presenza	  di	  metastasi.	  La	  biopsia	  può	  quindi	  non	  rispecchiare	  tutti	  gli	  aspetti	  della	  malattia;	  
→	  	  la	  tecnica	  può	  causare	  l'accidentale	  migrazione	  di	  cellule	  tumorali	  dal	  sito	  primario,	  permettendo	  a	  queste	  di	  diffondere	  in	  altre	  aree	  del	  corpo.	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Infatti,	   il	   tumore	   deve	   essere	   perforato	   dalle	   quattro	   alle	   sei	   volte	   per	  ottenere	   un	   sufficiente	   ammontare	   di	   tessuto	   per	   la	   diagnosi;	   ciò	   può	  causare	  la	  rottura	  del	  tumore	  e	  il	  diffondersi	  delle	  cellule	  tumorali	  lungo	  il	  tracciato	  dell'ago,	  nel	  sistema	  linfatico	  o	  in	  quello	  sanguigno.	  	  
→	   	   talvolta	   certe	   lesioni	   sono	   clinicamente	   inaccessibili	   (Perkins	   et	   al.	  2012).	  La	   facile	   accessibilità	   del	   DNA	   tumorale	   circolante	   presente	   nel	   siero	   e	  nel	  plasma	  potrebbe	  costituire	  una	  valida	  alternativa	  alle	  ripetute	  biopsie	  e	   potrebbe	   rappresentare	   un	   importante	   aiuto	   per	   monitorare	   i	  cambiamenti	   molecolari	   del	   tumore	   in	   corso	   di	   trattamento	   (Ziegler	  Zangemeister	  2002).	  
	  
Personalizzazione	  delle	  terapie	  Fino	  a	  poco	  tempo	  fa,	  le	  terapie	  per	  curare	  i	  tumori	  venivano	  stabilite	  in	  base	   all’esame	   istologico.	   Con	   i	   recenti	   avanzamenti	   della	   biologia	  molecolare	   è	   stato	   visto	   che	   anche	   tumori	   simili	   nell’analisi	   istologica	  possono	   essere	   caratterizzati	   da	   diverse	   mutazioni	   genetiche.	   La	  possibilità	  di	  avere	  mappe	  genetiche	  dettagliate	  dei	   tumori,	  permette	  di	  valutare	   i	   geni	   mutati	   e	   indirizzare	   il	   paziente	   verso	   terapie	   specifiche	  personalizzate:	  Targeted	  Therapy.	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Monitorare	  la	  progressione	  del	  tumore	  È	  noto	  che	  dopo	  un	  certo	  periodo	  di	   tempo	  dalla	   loro	   insorgenza,	  molti	  tumori	   diventano	   più	   aggressivi	   ed	   acquisiscono	   una	   maggiore	  potenzialità	  maligna	   andando	   incontro	   ad	   una	  progressione	  neoplastica.	  Accurati	  studi	  clinici	  e	  sperimentali,	  hanno	  dimostrato	  che	  l’acquisizione	  di	  un	  maggior	  grado	  di	  malignità,	  determinato	  da	  una	  crescita	  più	  veloce,	  dalla	   capacità	   di	   invadere	   i	   tessuti	   circostanti	   e	   di	   dare	   metastasi	   a	  distanza,	  avviene	  in	  maniera	  esponenziale	  ed	  è	  correlato	  alla	  progressiva	  comparsa	   di	   sottopopolazioni	   cellulari	   che	   differiscono	   tra	   loro	   per	  diverse	   caratteristiche	   quali	   appunto	   l’invasività,	   la	   capacità	   di	  accrescimento	   e	   di	   formare	   metastasi,	   il	   cariotipo,	   la	   sensibilità	   agli	  ormoni	   e	   la	   risposta	   ai	   farmaci	   antiblastici.	   Pertanto,	   sebbene	   l’origine	  della	  maggior	  parte	  delle	  neoplasie	  sia	  monoclonale,	  quando	  un	   tumore	  diventa	   clinicamente	   evidente,	   ma	   anche	   prima,	   le	   cellule	   che	   lo	  compongono	   sono	   ormai	   diventate	   estremamente	   eterogenee.	   Ciò	   è	   il	  risultato	  di	  mutazioni	  multiple	  che	  si	  accumulano	  in	  modo	  indipendente	  in	   cellule	   diverse,	   generando	   sotto-­‐cloni	   con	   caratteristiche	   differenti.	  Questi	  sotto-­‐cloni	  sono	  soggetti	  a	  pressioni	  selettive	  di	  tipo	  immunitario	  e	   non:	   un	   tumore	   che	   cresce	   tende	   perciò	   ad	   arricchirsi	   di	   quei	   sotto-­‐cloni	  che	  possiedono	  le	  alterazioni	  genetiche	  più	  favorevoli,	  ovvero	   	  che	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Applicazioni	  cliniche	  del	  DNA	  tumorale	  circolante	  L'analisi	   molecolare	   del	   DNA	   tumorale	   circolante	   ha	   permesso	   di	  superare	  l'ostacolo	  delle	  biopsie	  invasive	  per	  poter:	  
→ verificare	   la	   presenza	   di	   alterazioni	   genetiche	   ed	   epigenetiche	  tumore-­‐specifiche	   che	   possono	   portare	   allo	   sviluppo	   di	   resistenza	  
verso	  determinati	   farmaci	   o	   che	   ci	   possono	  guidare	  nell’utilizzo	  di	  
terapie	   personalizzate,	   convenienti	   sia	   in	   termini	   di	   salute	   che	   in	  termini	  di	  costi	  economici	  (Swanton	  2013)	  
→ identificare	  precocemente	   la	  ripresa	  della	  malattia	  e	  la	  presenza	  di	  
metastasi	  tumorali	  nel	   follow-­‐up	  dei	  pazienti	   (che	  di	  solito	  utilizza	  marcatori	   tumorali	   sierici	   non	   troppo	   specifici	   e	   sensibili;	  tomografia	   computerizzata	   (CT);	   tomografia	   ad	   emissione	   di	  positroni	   (PET),	   o	   risonanza	   magnetica).	   La	   chiave	   per	   poter	  effettuare	   un	   follow-­‐up	   a	   lungo	   termine	   dei	   pazienti	   sottoposti	   a	  terapia	   antitumorale	   è	   proprio	   l’utilizzo	   di	   metodi	   che	   hanno	   la	  minima	   invasività.	   L’individuazione	   precoce	   di	   un	   biomarcatore	  della	  possibile	  progressione	  tumorale	  può	  essere	  necessaria	  per	  un	  intervento	   rapido	   al	   fine	   di	   ridurre	   il	   rischio	   di	   espansione	   della	  malattia,	   portando	   ad	   una	   maggiore	   sopravvivenza	   dei	   pazienti	  (Benesova	  et	  al.	  2013).	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Il	  cftDNA	  presente	  nel	  plasma	  e	  nel	  siero	  dei	  pazienti	  può	  dunque	  essere	  utilizzato	   come	   biomarcatore	   su	   cui	   costruire	   dei	   test	   diagnosti	   e	  prognostici	   meno	   invasivi	   che	   non	   hanno	   difficoltà	   logistiche	   per	   il	  campionamento	   (Board	   et	   al.	   2008).	   Tecniche	   meno	   invasive	   sono	  interessanti	   anche	   per	   lo	   screening,	   per	   l’identificazione	   di	   potenziali	  bersagli	   terapeutici	  e	  per	   il	   follow-­‐up	  dei	  pazienti,	  per	  seguire	  dunque	   il	  decorso	   della	   malattia	   dopo	   la	   chirurgia	   o	   le	   terapie,	   monitorando	   la	  risposta	   al	   trattamento	   (Boni	   et	   al.	   2007).	   Studi	   precedenti	   hanno	  evidenziato	   che	   alterazioni	   nel	   DNA	   circolante	   plasmatico	   sono	   state	  trovate	  dai	  5	  ai	  14	  mesi	  prima	  della	  diagnosi	   clinica	   in	  quattro	  pazienti	  affetti	  da	  pancreatite	  che	  hanno	  poi	  sviluppato	  tumore,	  mostrando	  che	  il	  DNA	   tumorale	   circolante	  può	  essere	  un	  evento	  precoce	  nell’oncogenesi.	  DNA	   tumorale	   circolante	   non	   è	   stato	   invece	   trovato	   nel	   plasma	   di	   3	  pazienti	   con	   pancreatite	   cronica	   che	   non	   hanno	   sviluppato	   il	   tumore	  (Anker	   et	   al.	   2001).	  Non	  è	   rarissimo	   inoltre	   trovare	  mutazioni	  nel	  DNA	  plasmatico	   di	   pazienti	   che	   non	   presentano	   tale	   alterazione	   a	   livello	   del	  DNA	   delle	   cellule	   tumorali,	   o	   che	   addirittura	   non	   hanno	   nessun	   tipo	   di	  tumore;	   questo	   è	   stato	   interpretato	   come	   una	   potenziale	   tecnica	   per	  rilevare	   sub-­‐cloni	   del	   tumore	   che	   hanno	   guadagnato	   mutazioni	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secondarie	   durante	   la	   progressione,	   o	   prime	   mutazioni	   in	   pazienti	   a	  rischio	  (Ziegler	  et	  al.	  2002).	  	  
	  
Ostacoli	  agli	  studi	  sul	  DNA	  tumorale	  circolante	  A	  causa	  della	  piccola	  quantità	  e	  della	  natura	  molto	  frammentata	  del	  DNA	  tumorale	  circolante	  nel	  plasma,	  non	  è	  semplice	  e	  di	  facile	  esecuzione	  un	  isolamento	   rapido,	   efficiente	   ed	   affidabile	   del	   cftDNA.	   I	   prodotti	  commerciali	  per	  l’isolamento	  degli	  acidi	  nucleici	  dai	  fluidi	  corporei	  sono	  stati	   sviluppati	   fino	   ad	   ora	   focalizzandosi	   su	  DNA	  a	  medio	   ed	   alto	   peso	  molecolare	  (Kirsch	  et	  al.	  2008).	  In	   letteratura	  sono	  stati	  messi	  a	  confronto	  vari	  metodi	  di	  estrazione	  del	  DNA:	  
• QIAamp	  DNA	  Mini	  Blood	  Kit	  (Qiagen,	  Hilden,	  Germany)	  
• AgencourtGenfind	   Blood	   and	   Serum	   GenomicDNA	   IsolationKit	  (Agencourt	  Bioscience	  Corporation,	  Beverly,	  MA,	  USA)	  
• QIAamp	  Virus	  Spin	  Kit	  (Qiagen,	  Hilden,	  Germany)	  
• Invitrogen	   ChargeSwitch	   gDNA	   1	   mL	   Serum	   Kit	   (Invitrogen,	  Paisley,	  UK)	  
• HighPure	  PCR	  Template	  Preparation	  kit	  (Roche)	  
• NucleoSpin	  Plasma	  XS	  method	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Questi	   possono	   dare	   risultati	   variabili	   per	   rendimento,	   qualità	   e	  contaminazione	  del	  DNA	  tumorale	  circolante	  (Board	  et	  al.	  2008).	  La	  base	  per	   il	   successo	   nella	   rilevazione	   del	   DNA	   tumorale	   circolante	   è	   la	  selezione	  di	  un	  metodo	  di	   isolamento	  che	  garantisce	   l'estrazione	  di	  una	  quantità	  sufficiente	  di	  cftDNA	  di	  qualità	  (Benesova	  et	  al.2008).	  Tuttavia,	  il	  confronto	  dei	  numerosi	  dati	  disponibili	  è	  spesso	  difficile	  da	  fare	  a	  causa	  della	  mancanza	  di	  procedure	  e	  metodologie	  di	  analisi	  standardizzate,	  che	  variano	   nella	   raccolta	   del	   plasma	   o	   del	   siero,	   per	   il	   metodo	   di	  purificazione,	   per	   il	   target	   genetico	   analizzato.	   È	   evidente	   che	   qualsiasi	  futura	  applicazione	  del	  plasma	  o	  del	  siero,	  per	  l’analisi	  del	  DNA	  tumorale	  circolante	   per	   scopi	   diagnostici,	   dipenderà	   dalla	   possibilità	   di	   avere	  risultati	   affidabili	   e	   riproducibili,	   che	   richiedono	   l'ottimizzazione	   e	  l'equivalenza	  delle	  procedure	  utilizzate	  (Ziegler	  et	  al.	  2002).	  
	  
Siero	  o	  plasma	  per	  l’isolamento	  del	  cftDNA?	  Il	   plasma	   sanguigno	   è	   la	   componente	   liquida	   del	   sangue,	   privata	   della	  porzione	   corpuscolata,	   cioè	   dei	   globuli	   rossi,	   globuli	   bianchi	   e	   piastrine	  (mediante	   centrifugazione).	   Si	   presenta	   sotto	   forma	   di	   un	   liquido	  giallastro	  ed	  è	  composto	  per	  la	  maggior	  parte	  da	  acqua	  e	  per	  la	  restante	  parte	   da	   proteine,	   sostanze	   inorganiche	   come	   il	   sodio,	   il	   potassio,	   il	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cloruro,	   il	  carbonato	  e	   il	  bicarbonato	  di	  calcio;	  zuccheri,	  ormoni,	  enzimi,	  lipidi,	   amminoacidi	   e	   prodotti	   di	   scarto	   come	   l’urea	   e	   la	   creatinina.	   	   Il	  
siero,	   invece,	   è	   la	   frazione	   liquida	   del	   sangue	   che	   si	   ottiene	   dopo	   la	  coagulazione,	  e	  corrisponde	  al	  plasma	  privato	  del	  fibrinogeno,	  la	  proteina	  che	  provoca	   la	  coagulazione	  del	   sangue,	  ovvero	   la	   sedimentazione	  degli	  elementi	   corpuscolati	   e	   la	   formazione	   del	   coagulo.	   Il	   siero	   è	   ottenuto	  tramite	   centrifugazione	   del	   plasma	   post-­‐coagulazione.	   Durante	   la	  coagulazione	   la	   lisi	   e	   la	   distruzione	   delle	   cellule	   permettono	   al	   DNA	  germinale	   di	   essere	   rilasciato.	   Il	   DNA	   tumorale	   circolante	   può	   essere	  isolato	  sia	  dal	  plasma	  che	  dal	  siero.	  Si	  è	  concluso	  però	  dopo	  diversi	  studi	  che	  il	  siero	  non	  è	  adatto	  a	  monitorare	  la	  concentrazione	  di	  DNA	  tumorale	  circolante,	   a	   causa	   del	   grande	   sfondo	  di	  DNA	  non	   tumorale	   presente	   al	  suo	   interno	   rispetto	   al	   plasma,	   dovuto	   alla	   lisi	   dei	   globuli	   bianchi	   del	  sangue	  durante	  il	  processo	  di	  coagulazione	  (Ziegler	  et	  al.	  2002).	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SCOPO	  DELLA	  TESI	  
	  Lo	  scopo	  di	  questa	  tesi	  è	  stato	  quello	  di	  identificare,	  in	  pazienti	  affetti	  da	  adenocarcinoma	   del	   polmone	   andati	   in	   progressione	   in	   seguito	   a	  trattamento	  con	  TKI,	  gli	  elementi	   responsabili	  della	  resistenza	  acquisita	  utilizzando	  DNA	   tumorale	   circolante.	  Lo	   sviluppo	  di	  una	  popolazione	  di	  cellule	  resistente	  ai	  farmaci	  anti-­‐EGFR	  potrebbe	  derivare	  dalla	  selezione	  di	   un	   clone	  mutante	   KRAS	   o	   BRAF	   pre-­‐esistente	   o	   dall'acquisizione	   de	  novo	  di	  una	  mutazione	  KRAS,	  BRAF	  e	  EGFR	  sotto	  anche	  la	  pressione	  del	  trattamento	   con	   questi	   farmaci.	   La	   necessità	   di	   mettere	   a	   punto	   un	  metodo	   per	   identificare	   la	   comparsa	   delle	  mutazioni	   secondarie	   basato	  sul	   DNA	   tumorale	   circolante	   è	   data	   dal	   fatto	   che,	   l'accesso	   al	   tessuto	  neoplastico	   tramite	   ripetute	   biopsie	   non	   è	   sempre	   fattibile	   e,	   la	  rilevazione	   della	   comparsa	   di	   cloni	   mutanti	   potrebbe	   essere	   fatta	   in	  maniera	  non	  invasiva	  mesi	  prima	  della	  progressione	  radiografica,	  mentre	  nella	  pratica	  clinica	  attuale	  la	  progressione	  della	  malattia	  è	  stabilita	  dalla	  valutazione	  radiologica	  entro	  9	  -­‐	  18	  mesi.	  A	   questo	   scopo	   è	   stata	   valutata	   la	   sensibilità	   e	   la	   specificità	   del	   DNA	  tumorale	   circolante	   come	   potenziale	   marcatore	   in	   pazienti	   affetti	   da	  queste	  malattie.	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MATERIALI	  E	  METODI	  
	  
Pazienti	  	  I	   pazienti	   coinvolti	   nello	   studio	   sono	   stati	   reclutati	   presso	   il	   reparto	   di	  Oncologia	  Medica	  di	  Livorno	   (Dott.	  Cappuzzo),	  Parma	   (Dott.	  Ardizzoni),	  Pisa	  (Prof.	  Falcone)	  e	  Versilia	  (Dott.	  Amoroso)	  previa	  adesione	  mediante	  consenso	   informato	  scritto	  all’interno	  di	  un	  protocollo	  di	  validazione	  di	  un	   metodo	   per	   l’analisi	   del	   cftDNA	   dal	   Comitato	   Etico	   per	   la	  Sperimentazione	   clinica	   dei	   Medicinali	   dell’Azienda	   Ospedaliera-­‐Universitaria	  Pisana.	  In	  totale	  sono	  stati	  esaminati	  pazienti	  oncologici:	  	  7	  da	  Parma,	  3	  da	  Livorno,	  2	  da	  Pisa	  e	  5	  dalla	  Versilia.	  
	  
	  
STORIA	  CLINICA	  DEI	  PAZIENTI	  I	  pazienti	  arruolati	  nello	  studio	  avevano	  tutti	  diagnosi	  di	  adenocarcinoma	  del	  polmone	  allo	  stadio	  IV	  con	  presenza	  di	  mutazione	  a	  carico	  di	  EGFR	  o	  traslocazione	  del	  gene	  ALK	  (vedi	  tabella	  1)	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  PZ	   STATO	  DI	  EGFR	   STATO	  DI	  ALK	  	  74	   	  EX	  19	  DEL	   	  	  75	   	  	   ALK	  TRASL	  76	   	  EX	  19	  DEL	   	  	  77	   	  EX	  19	  DEL	   	  	  79	   	  EX	  19	  DEL	   	  	  82	   	  EX	  19	  DEL	   	  	  83	   	  EX	  19	  DEL	   	  	  84	   	  EX	  19	  DEL	   	  	  85	   	  L858R	   	  	  86	   	  EX	  19	  DEL	   	  	  90	   	  EX	  19	  DEL	   	  	  92	   	  EX	  19	  DEL	   	  	  93	   	  L858R	   	  	  94	   	  L858R	   	  	  95	   	  EX	  19	  DEL	   	  	  96	   	  L747P	   	  	  97	   	  L858R	   	  	  	  
Tabella	  1.	  	  Mutazioni	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  In	  seguito	  allo	  stato	  mutazionale	  è	  stata	  intrapresa	  una	  terapia	  biologica	  con	  inibitori	  di	   tirosin	  chinasi	  (gefitinib/erlotinib)	   interrotta,	  dopo	  circa	  un	   anno	   per	   quasi	   tutti	   i	   pazienti,	   per	   progressione	   della	   lesione	  polmonare	  (PD)	  .	  In	  seguito	  alla	  progressione	  della	  malattia	  i	  pazienti	  sono	  stati	  sottoposti	  a	  trattamento	  chemioterapico	  per	  3-­‐4	  cicli	  con	  cisplatino	  più	  pemetrexed.	  Nei	  casi	  in	  cui	  in	  corso	  di	  follow-­‐up	  dei	  pazienti	  l’esito	  della	  PET	  o	  TAC	  ha	  riscontrato	   ancora	   la	   progressione	   della	   malattia,	   è	   stato	   deciso	   di	  proseguire	  il	  trattamento	  con	  erlotinib.	  Per	   alcuni	   pazienti	   era	   disponibile	   anche	   il	   dato	   ottenuto	   sulla	   biopsia	  della	   metastasi	   (pazienti	   76-­‐77),	   che	   è	   risultato	   essere	   negativo	   per	  T790M,	  KRAS,	  BRAF,	  amplificazione	  HER2	  e	  MET.	  	  	  
Raccolta	  e	  conservazione	  dei	  campioni	  
	  La	   partecipazione	   allo	   studio	   consisteva	   nella	   donazione	   di	   6	   ml	   di	  sangue	   impiegato	   per	   l’analisi	   del	   genotipo;	   il	   sangue	   intero	   e’	   stato	  raccolto	   in	   un	   contenitore	   sterile	   tipo	   Vacutainer®	   contenente	   sodio	  EDTA	   e	  mantenuto	   a	   4°C.	   Tutti	   i	   campioni	   ematici	   sono	   stati	   trattati	   in	  sede	   dove	   e’	   stato	   estratto	   il	   plasma	   poi	   congelato	   e	   portato	   alla	   U.O.	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   Ospedaliero	   Universitaria	   Pisana	  (AOUP)	  .	  
	  
Trattamento	  dei	  campioni	  
I	   campioni	  di	   sangue	  raccolti	   in	  una	  soluzione	  anticoagulante	  sono	  stati	  elaborati	  entro	  2	  ore	  dalla	  raccolta	  per	  evitare	  di	  danneggiare	   le	  cellule	  nucleate	  del	  sangue	  ed	  il	  rilascio	  del	  loro	  DNA.	  Il	  plasma	  e’	  stato	  separato	  dalla	   frazione	   cellulare	   tramite	   2	   centrifugazioni	   per	   eliminare	   ogni	  eventuale	  contaminazione	  cellulare:	  la	  prima	  a	  1900	  g	  x	  10	  minuti	  da	  cui	  il	   plasma	   e’	   stato	   prelevato	   per	   essere	   ulteriormente	   centrifugato	   a	  16000	  x	  5	  minuti.	  Dopo	   le	  due	   centrifugazioni,	   il	   plasma	  è	   stato	   isolato	  avendo	   cura	   di	   non	   prendere	   i	   detriti	   cellulari,	   e	   le	   aliquote	   sono	   state	  messe	   in	   tubi	   da	   25	   ml.	   Il	   plasma	   estratto,	   se	   non	   analizzato	  immediatamente,	  è	  stato	  conservato	  a	  -­‐20°C.	  
	  
Estrazione	  del	  DNA	  tumorale	  circolante	  
L’estrazione	   del	   DNA	   (frammenti	   di	   dimensione	   inferiore	   a	   1000	   bp)	   è	  stata	  fatta	  a	  partire	  da	  un	  volume	  di	  3	  ml	  di	  plasma	  tramite	  l’utilizzo	  del	  kit	   commerciale	  QIAamp®	  Circulating	  Nucleic	  Acid	   (Qiagen).	  Ai	  3	  ml	  di	  plasma	  presenti	  nei	  tubi,	  sono	  stati	  aggiunti	  300	  μl	  di	  QIAGEN	  proteasi	  K	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e	  2,4	  ml	  di	  Buffer	  ACL	  (precedentemente	  composto	  con	  RNA	  carrier,	  che	  migliora	   l'associazione	  degli	   acidi	  nucleici	  alla	  membrana	  QIAamp	  Mini.	  Per	  ottenere	   i	  massimi	   livelli	  di	  sensibilità	   in	  reazioni	  di	  amplificazione,	  può	   essere	   necessario	   ridurre	   la	   quantità	   di	   RNA	   carrier	   aggiunto	   al	  Buffer	  ACL).	  Aggiunti	   tutti	   i	  componenti,	   i	  campioni	  sono	  stati	  agitati	  su	  vortex	  per	   30	   secondi	   ed	   incubati	   a	   60	   °	   C	   per	   30	  min,	   permettendo	   la	  fase	   lisi.	   Gli	   acidi	   nucleici	   liberi	   che	   circolano	   nei	   fluidi	   biologici	   sono	  solitamente	   associati	   a	   proteine	   o	   avvolti	   in	   vescicole,	   e	   richiedono	   un	  passo	  efficace	  di	  lisi	  per	  rilasciare	  il	  DNA.	  I	  campioni	  vengono	  lisati	  sotto	  le	  condizioni	  altamente	  denaturanti	  di	  temperatura	  elevata	  e	  presenza	  di	  proteasi	   K	   e	   Buffer	   ACL,	   che	   insieme	   garantiscono	   l'inattivazione	   delle	  DNAsi	   e	   delle	   RNAsi	   e	   il	   rilascio	   di	   acidi	   nucleici	   da	   vescicole,	   lipidi	   e	  proteine	  associate.	  Dopo	  aver	  ricollocato	  il	  tubo	  sul	  banco	  di	  laboratorio	  sono	   stati	   aggiunti	   5,4	  ml	   di	   tampone	   ACB	   e	   i	   campioni	   sono	   stati	   resi	  omogenei	   tramite	   lento	   mescolamento,	   evitando	   la	   formazione	   di	  schiuma.	   I	   campioni	   sono	   stati	   poi	   incubati	   per	   5	   min	   nel	   ghiaccio.	  Durante	   questi	   5	   minuti	   di	   incubazione,	   per	   ciascun	   campione	   è	   stata	  assemblata	  una	  struttura,	  da	  posizionare	  sugli	   slot	  della	  pompa	  a	  vuoto	  QIAvac	  24	  plus,	  che	  conterrà	   il	  campione.	  La	  struttura	  è	  composta	  dalla	  VacValve,	  dal	  VacConnector,	  dalla	  VacMini	  Column	  e	  dal	  Tube	  extender;	  il	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tutto	  permetterà	  al	  campione	  di	  essere	   filtrato.	  La	  pompa	  a	  vuoto	  viene	  accesa	   per	   creare	   un	   vuoto	   a	   –900	   mbar.	   Terminata	   l’incubazione	   nel	  ghiaccio	  i	  campioni	  vengono	  trasferiti	  nelle	  colonne	  poste	  sulla	  pompa	  e	  le	  valvole	  vengono	  aperte.	  Quando	  tutti	  i	  lisati	  sono	  stati	  filtrati,	  la	  pompa	  a	   vuoto	   viene	   spenta,	   tornando	   ad	   una	   pressione	   di	   0	   mbar.	   Gli	   acidi	  nucleici	  rimangono	  legati	  alla	  membrana	  di	  silice,	  mentre	  i	  contaminanti	  vengono	   efficacemente	   lavati	   via	   durante	   le	   3	   fasi	   di	   lavaggio	   che	  seguono.	  Vengono	  aggiunte	  all’interno	  della	  colonna	  QIAamp	  Mini	  600	  μl	  del	  Buffer	  di	  lavaggio	  ACW1	  e	  viene	  nuovamente	  accesa	  la	  pompa.	  Dopo	  che	   i	  Buffer	  ACW1	  sono	  stati	   filtrati,	   la	  pompa	  viene	  spenta	  di	  nuovo.	  A	  questo	   punto	   si	   aggiunge	   a	   ciascun	   campione,	   sempre	   all’interno	   della	  colonna	  QIAamp	  Mini,	  750	  μl	  del	  Buffer	  di	  lavaggio	  ACW2	  e	  si	  riaccende	  la	   pompa	   a	   vuoto.	   Dopo	   che	   anche	   i	   Buffer	   di	   ACW2	   sono	   filtrati,	   la	  pompa	  viene	  di	  nuovo	  spenta.	  Adesso	  si	  aggiunge	  all’interno	  di	  ciascuna	  colonna	   QIAamp	   Mini,	   750	   μl	   di	   etanolo	   (96–100%),	   riaccendendo	   la	  pompa	  per	  l’ultima	  volta.	  Dopo	  che	  tutto	  l’etanolo	  ha	  attraverso	  il	  filtro,	  la	  pompa	  viene	  spenta	  definitivamente.	  A	  questo	  punto	  la	  colonna	  QIAamp	  Mini	  viene	   tolta	  dalla	  pompa	  per	  essere	  posizionata	  nel	   suo	  serbatoio	  e	  centrifugata	  a	  14.000	  rpm	  (20.000	  g)	  per	  3	  min.	  Dopo	  la	  centrifugazione,	  viene	  cambiato	  il	  serbatoio	  a	  ciascuna	  colonna	  Mini	  QIAamp,	  e	  aprendo	  il	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coperchio,	   inizia	   una	   fase	   di	   incubazione	   a	   56	   °	   C	   per	   10	   min	   per	  asciugare	   completamente	   la	   membrana.	   Dopo	   l’incubazione,	   viene	  sostituito	   il	   serbatoio	   con	   una	   provetta	   sterile	   da	   1,5	   ml	   e	   vengono	  aggiunti	   40	   μl	   di	   Buffer	   di	   eluizione	  AVE	   al	   centro	   della	  membrana.	   Gli	  acidi	  nucleici	  circolanti	  puri	  vengono	  eluiti	  in	  Buffer	  AVE,	  a	  temperatura	  ambiente	   in	   3	   minuti.	   Dopodiché	   ogni	   campione	   viene	   centrifugato	   a	  14.000	  rpm	  (20.000	  g)	  per	  1	  minuto	  per	  completare	  l’eluizione	  degli	  acidi	  nucleici.	  Riassumendo	  possiamo	  dire	  che	  la	  procedura	  di	  purificazione	  degli	  acidi	  nucleici	  circolanti	  QIAamp	  comprende	  4	  fasi:	  	  
• deproteinizzazione	  del	  campione	  (lisi),	  	  
• trasferimento	  del	  campione	  in	  colonna	  per	  assorbimento	  (legame),	  	  
• rimozione	  di	  inibitori	  e	  di	  contaminanti	  (lavaggio),	  	  
• eluizione	  del	  DNA	  in	  un	  volume	  finale	  di	  40	  μl	  di	  buffer	  (eluizione).	  I	  campioni	  contenenti	  il	  DNA	  vengono	  conservati	  in	  freezer	  a	  –20°C	  fino	  all’utilizzo.	  Il	  protocollo	  permette	  di	  generare	  volumi	  di	  eluizione	  da	  20	  μl	  a	  150	  μl	  che	  contengono	  acidi	  nucleici	  purificati,	  privi	  di	  proteine,	  nucleasi	  e	  altre	  impurità.	   Se	   si	   necessita	   di	   più	   alte	   concentrazioni	   di	   acido	   nucleico,	   il	  volume	  di	  eluizione	  può	  essere	  ridotto	  fino	  a	  20	  μl.	  Il	  volume	  di	  eluizione	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basso	   conduce	   a	   eluati	   di	   acidi	   nucleici	   altamente	   concentrati.	   Per	  applicazioni	   a	   valle	   che	   richiedono	   piccoli	   volumi	   (per	   esempio,	   alcuni	  test	   PCR	   e	   RT-­‐PCR),	   un	   eluato	   più	   concentrato	   può	   aumentare	   la	  sensibilità	   del	   dosaggio.	   Per	   applicazioni	   a	   valle	   che	   richiedono	   un	  maggiore	   volume	   di	   partenza,	   il	   volume	   di	   eluizione	   può	   essere	  aumentato	   fino	   a	   150	   µl.	   Tuttavia,	   un	   aumento	   nel	   volume	   di	   eluizione	  diminuisce	  la	  concentrazione	  degli	  acidi	  nucleici	  nell'eluato.	  
	  
Quantificazione	  del	  DNA	  tumorale	  circolante	  
Il	  DNA	  è	  stato	  quantificato	  allo	  spettrofotometro.	  La	  concentrazione	  del	  DNA	   nella	   soluzione	   ottenuta,	   espressa	   in	   ng/µl,	   è	   stata	   determinata	  attraverso	   la	   misurazione	   della	   densità	   ottica	   per	   mezzo	   di	   uno	  spettrofotometro	   Nanodrop	   2000	   alla	   lunghezza	   d’onda	   di	   260	   nm.	   La	  concentrazione	   di	   DNA	   è	   stata	   calcolata	   per	   mezzo	   della	   seguente	  formula:	  	  Concentrazione	  =	  (	  A260nm×50×500)/1000	  dove	  A260nm	  rappresenta	  il	  valore	  dell’assorbanza	  misurata	  alla	  lunghezza	  d’onda	   di	   260	   nm,	   50	   il	   coefficiente	   di	   assorbimento	   del	  DNA	   a	   doppio	  filamento	  a	  260	  nm	  e	  500	  il	  fattore	  di	  diluizione	  della	  soluzione	  di	  DNA.	  È	  stata	   inoltre	  effettuata	  una	  stima	  di	  purezza	  del	  DNA	  estratto	  sulla	  base	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del	  rapporto	  tra	  l’assorbanza	  alla	  lunghezza	  d’onda	  di	  260	  nm	  (lunghezza	  d’onda	   di	   assorbimento	   degli	   acidi	   nucleici)	   e	   quella	   alla	   lunghezza	  d’onda	  di	  280	  nm	  (lunghezza	  d’onda	  di	  assorbimento	  delle	  proteine).	  
	  
Analisi	  del	  DNA	  tumorale	  circolante	  L’analisi	   del	   cftDNA	   è	   stata	   condotta	   attraverso	   due	   tecniche	   che	   si	  basano	   su	   diversi	   principi:	   Droplet	   Digital	   PCR	   (BioRad)	   e	   Rotor-­‐Gene	  (Qiagen).	  	  In	  particolare	  con	  la	  Droplet	  Digital	  PCR	  abbiamo	  valutato	  BRAF	  mentre	  con	  il	  Rotor-­‐Gene	  abbiamo	  valutato	  lo	  stato	  mutazionale	  di	  EGFR	  e	  KRAS.	  	  	  Droplet	  Digital	  PCR	  L’amplificazione	  e	  l’analisi	  del	  DNA	  tumorale	  circolante	  è	  stata	  effettuata	  anche	   con	   il	   sistema	   droplet	   digital	   PCR	   ™	   QX100	   ™(ddPCR	   Bio-­‐Rad).Il	  sistema	   ddPCR™	   permette	   un’analisi	   degli	   acidi	   nucleici	   estremamente	  sensibile	   e	   precisa	   aiutando	  nella	   rilevazione	   di	   alleli	  mutati	  molto	   rari	  che	   differiscono	   per	   un	   singolo	   nucleotide	   e	   nell’analisi	   di	   espressione	  genica.	   Di	   particolare	   interesse	   per	   noi	   è	   il	   fatto	   che	   questo	   sistema	  fornisce	   una	   quantificazione	   assoluta	   delle	   molecole	   di	   DNA	   target	  mutato	  molto	  rare	  in	  presenza	  di	  un	  grande	  sfondo	  di	  DNA	  wild	  type.	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Il	  sistema	  QX100	  è	  costituito	  da	  due	  componenti,	  il	  droplet	  generator	  e	  il	  droplet	  reader.	  
Il	   Droplet	   generator	   (generatore	   di	   gocce)	   ha	   la	   funzione	   di	   ripartire	   il	  campione,	   contenente	   il	   cftDNA	   target,	   in	   20.000	   goccioline	   delle	  dimensioni	  di	  nanolitri.	  	  La	  ripartizione	  ha	  la	  funzione	  di	  ridurre	  la	  competizione	  tra	  il	  cftDNA	  e	  il	  DNA	  wt,	   aumentando	   la	   specificità	   e	   la	   sensibilità	  dell’analisi.	   In	  questo	  modo	   l’abbondanza	   relativa	  del	  DNA	   target	  mutato	   rispetto	   al	  wt	   viene	  aumentata.	  Viene	  preparata	  la	  miscela	  da	  inserire	  nel	  droplet	  generator	  combinando:	  	  
→ i	  primers	  Forward	  e	  Reverse	  	  
o per	  BRAF	  V600E	  (1796T	  >	  A):	  	  -­‐Primer	  forward:	  	  5-­‐CTACTGTTTTCCTTTACTTACTACACCTCAGA-­‐3,	  	  -­‐Primer	  reverse:	  	  5-­‐ATCCAGACAACTGTTCAAACTGATG-­‐3,	  
→ i	  probes	  20X	  marcati	  VIC	  e	  FAM	  ,	  nel	  particolare:	  
→ per	  BRAF	  V600E	  (1799T	  >	  A),	  -­‐Probe	  wt:	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VIC-­‐CTAGCTACAGTGAAATC-­‐MGBNFQ.	  -­‐Probe	  mutato:	  	  6FAM-­‐TAGCTACAGAGAAATC-­‐MGBNFQ	  
→ 20	  µl	  di	  cftDNA	  campione;	  iTaq	   ™	   universal	   SYBR	  ®	   Green	   supermix	   concentrata	   2x,	   che	  contiene:	  la	  iTaq	  DNA	  polimerasi,	  dNTPs,	  MgCl2,	  SYBR	  ®	  Green,	  esaltatori,	  stabilizzatori	  e	  una	  miscela	  di	  riferimento	  passivo	  di	  coloranti	  (compresi	  ROX	  e	  fluoresceina).	  Possono	   essere	   preparati	   fino	   a	   8	   campioni	   per	   volta.	   Per	   ciascun	  campione	   20	   µl	   della	   nostra	   miscela	   di	   reazione	   vengono	   messi	   nei	  pozzetti	  della	  piastra	  del	  droplet	  generator.	  	  	  
	  
Figura	  2.	  Preparazione	  dei	  campioni,	  piastra	  del	  Droplet	  
Generator	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La	   cartuccia,	   che	   verrà	   posizionata	   all’interno	   del	   droplet	   generator,	  possiede	   3	   file	   di	   8	   pozzetti:	   ci	   sono	   8	   pozzetti	   centrali	   (middle	  wells)	  ciascuno	   dei	   quali	   conterrà	   i	   20	   µl	   della	   nostra	   miscela	   di	   reazione,	   ci	  sono	  8	  pozzetti	  in	  basso	  (botton	  wells)	  ciascuno	  dei	  quali	  conterrà	  i	  70	  µl	  	  di	   olio	   che	   permetteranno	   la	   formazione	   delle	   gocce	   e	   poi	   ci	   sono	   gli	   8	  pozzetti	   in	   alto	   (top	   wells)	   che	   rimangono	   per	   adesso	   vuoti,	   in	   cui	  andranno	  le	  gocce	  che	  si	  formeranno.	  Una	  volta	  inseriti	  tutti	  i	  reagenti,	  la	  cartuccia	  viene	  coperta	  con	  l’apposito	  tappetino,	  per	  essere	  inserita	  nel	  droplet	  generator	  entro	  due	  minuti.	  Il	   QX100	  dropled	   generator	   usa	   i	  microfluidi	   per	   combinare	   i	   campioni	  oleosi	   e	  acquosi	  generando	  20.000	  gocce	  della	  grandezza	  di	  nanolitri	   al	  termine	  della	  corsa.	  	  	  
	  
Figura	  3.	  Meccanismo	  di	  formazione	  delle	  gocce	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Il	   numero	   delle	   molecole	   di	   cftDNA	   target	   presenti	   possono	   essere	  calcolate	   dalla	   frazione	   di	   reazioni	   positive	   all’end-­‐point,	   usando	   la	  statistica	  di	  Poisson	  secondo	  l’equazione:	  	  λ=	  -­‐ln	  (1-­‐p)	  dove	   λ	   è	   il	   numero	   medio	   di	   molecole	   di	   DNA	   target	   replicate	   per	  reazione	  e	  p	  è	  la	  frazione	  di	  reazioni	  positive	  all’end-­‐point.	  Utilizzando	  λ,	  insieme	  al	  volume	  di	  ogni	   replicazione	  di	  PCR	  e	  con	   il	  numero	   totale	  di	  replicazioni	   analizzate,	   è	   possibile	   calcolare	   una	   stima	   assoluta	   della	  quantità	  di	  DNA	  target	  presente.	  A	  questo	  punto	  40	  µl	  di	  gocce	  di	  ciascun	  campione	  vengono	  trasferite	  dai	  pozzetti	   della	   cartuccia	   del	   droplet	   generator	   all’interno	   dei	   pozzetti	   di	  una	  piastra	  da	  PCR	  (piastra	  da	  96	  pozzetti).	  La	  piastra	  da	  PCR	  viene	  poi	  ricoperta	  con	  un	  film	  resistente	  al	  calore	  che	  salda	  i	  pozzetti.	  Le	  goccioline	  vengono	  adesso	  amplificate	  mediante	  40	  cicli	  termici	  grazie	  ad	  un	  termociclatore	  standard.	  Il	  profilo	  termico	  a	  cui	  vengono	  sottoposti	  i	  campioni	  è	  il	  seguente:	  
o 10	  minuti	  a	  95°	  C	  	  
o 40	  cicli	  in	  cui	  si	  ripetono:	  1)	  fase	  di	  denaturazione	  a	  94°	  C	  per	  30	  secondi;	  2)	  annealing	  e	  sintesi	  a	  60°	  C	  per	  1	  minuto	  
o 98°	  C	  per	  10	  minuti	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Figura4	   .Meccanismo	   di	   amplificazione	   del	   DNA	   contenuto	   nelle	   gocce	  
mediante	  PCR	  
	  
Droplet	  reader	  Dopo	  l’amplificazione,	  la	  piastra	  da	  96	  pozzetti	  viene	  collocata	  all’interno	  del	  QX100	  dropled	  reader,	  il	  secondo	  componente	  della	  ddPCR,	  che	  legge	  ciascun	   pozzetto	   della	   piastra	   indipendentemente.	   Le	   singole	   gocce	   di	  ciascun	  campione	  vengono	  fatte	  scorrere	  in	  fila	  una	  dietro	  l’altra	  a	  livello	  di	  un	  rilevatore	  di	   fluorescenza.	   Il	   rivelatore	   legge	   le	  gocce	   in	  serie	  e	   in	  
	  	   	  	  	   	  	  
53	  
base	  alla	  fluorescenza	  segna	  quelle	  che	  contengono	  il	  DNA	  target	  e	  quali	  no.	   QX100	   ddPCR	   permette	   così	   il	   rilevamento	   e	   la	   quantificazione	   di	  alleli	  mutati	  e	  wt	  all’interno	  di	  ogni	  singolo	  campione.	  	  	  
	  
	  
Figura	   5.	   Meccanismo	   di	   lettura	   della	   fluorescenza	   da	   parte	   del	   Droplet	  
Reader	  	  Il	   lettore	   è	   connesso	   ad	   un	   computer	   che	   possiede	   il	   software	  “QuantaSoft”	  (BioRad).	  Il	  software	  fornisce	  un	  set	  completo	  di	  strumenti	  per	  l'impostazione	  e	  la	  denominazione	  dei	  campioni,	  per	  l’esecuzione	  e	  il	  controllo	  dello	   strumento	   e	  per	   l’analisi	   dei	   risultati.	   Grazie	   al	   software	  potremo	  trasformare	  il	  segnale	  da	  analogico	  a	  digitale	  e	  rilevare	  le	  gocce	  negative	   e	   positive	   in	   ciascun	   campione	   grazie	   alle	   varie	   fluorescenze	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lette.	   Le	   goccioline	   negative	   (prive	   del	   DNA	   target	   e/o	   del	   reference)	   e	  quelle	  positive	   (che	  hanno	  uno	  o	   entrambi	   i	  DNA),	   vengono	   contate.	   La	  frazione	   di	   gocce	   positive	   in	   un	   campione	   determina	   la	   concentrazione	  del	  DNA	  target	  espresso	  in	  “copie/µl”.	  Questo	  sistema	  ha	  una	  sensibilità	  dello	  0,01%;	  molto	  più	  alta	  della	  RT-­‐PCR.	  	  
	  
Figura	  6.	  Analisi	  dei	  risultati	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Rotor-­‐Gene	  	  
• therascreen	  KRAS	  RGQ	  PCR	  	  e	  therascreen	  EGFR	  RGQ	  PCR	  
I	   Kit	   sono	   un	   saggio	   in	   Real	   Time	   PCR	   di	   tipo	   qualitativo	   che	   viene	  utilizzato	  sullo	  strumento	  Rotor-­‐Gene	  Q	  MDx	  5plex	  per	   la	  rilevazione	  di	  mutazioni	  dell’oncogene	  KRAS	  e	  EGFR.	  Il	   kit	   fornisce	   tutti	   i	   reagenti	   necessari	   ottimizzati	   per	   il	   rilevamento	  rapido,	   sensibile	   e	   specifico	  di	  una	  bassa	  percentuale	  di	  DNA	  mutato	   in	  uno	  sfondo	  di	  DNA	  genomico	  wild	  type	  (fino	  a	  una	  percentuale	  di	  0,08%	  di	  DNA	  mutato).	  	  Ogni	   miscela	   di	   reazione	   utilizza	   un	   primer	   ARMS	   specifico	   della	  mutazione	   per	   amplificare	   solo	   il	   DNA	   mutato	   e	   successivamente	   un	  primer	  Scorpions	  per	  rilevare	  il	  prodotto	  dell’amplificazione.	  	  
ARMS	  	  La	  tecnologia	  ARMS	  realizza	  l’amplificazione	  allele-­‐specifica	  sfruttando	  la	  capacità	  della	  Taq	  DNA	  polimerasi	  di	  distinguere	  tra	  una	  base	  appaiata	  e	  una	  base	  non	  appaiata	  all’estremità	  in	  3’	  di	  un	  primer	  per	  PCR.	  Quando	  il	  primer	   è	   perfettamente	   appaiato,	   l’amplificazione	   procede	   con	   la	  massima	  efficienza.	  Quando	  la	  base	  in	  3’	  presenta	  un	  appaiamento	  errato,	  può	  avvenire	  soltanto	  un’amplificazione	  di	  basso	  livello	  sul	  fondo.	  Viene	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dunque	  amplificata	  selettivamente	  una	  sequenza	  mutata	  specifica,	  anche	  in	   quei	   campioni	   nei	   quali	   la	   maggior	   parte	   del	   DNA	   non	   contiene	   la	  mutazione.	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  SCORPIONS	  La	   tecnologia	   Scorpions	   consente	   di	   rilevare	   il	   risultato	  
dell’amplificazione.	   Il	   termine	   Scorpions	   è	   utilizzato	   per	   descrivere	  molecole	   a	   doppia	   funzione	   che	   contengono	   un	   primer	   per	   PCR	   legato	  covalentemente	   a	  una	   sonda.	  Nella	   sonda	   sono	   incorporati	   il	   fluoroforo	  carbossifluoresceina	   (FAM™)	  e	  un	  quencher.	  Quest’ultimo	  ha	   il	   compito	  di	   sopprimere	   la	   fluorescenza	   del	   fluoroforo.	   Quando	   la	   sonda	   si	   lega	  all’amplicone	  ARMS	  durante	  la	  reazione	  PCR,	  il	  fluoroforo	  e	  il	  quencher	  si	  scindono	  determinando	  un	  aumento	  rilevabile	  della	  fluorescenza.	  Il	  kit	   therascreen	   	  permette	   inoltre	  di	  effettuare	  2	  controlli	  che	  vengono	  fatti	  in	  2	  pozzetti	  separati,	  per	  ciascun	  campione;	  
• Controllo	  positivo	  (PC)	  che	  utilizza	  un	  primer	  Scorpions	  e	  un	  primer	  non	  marcato	  per	   amplificare	  una	  breve	   sequenza	  dell’esone	  4	  del	  gene	  K-­‐Ras	  e	  2	  del	  gene	  EGFR.	  Il	  controllo	  positivo	  è	  una	  miscela	  di	  oligonucleotidi	   sintetici,	   che	   rappresentano	   le	   singole	   mutazioni	  rilevate	  dal	  kit.	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La	   rilevazione	   del	   controllo	   positivo	   costituisce	   la	   conferma	   che	  ognuna	  delle	  miscele	  di	  reazione	  del	  kit	  funziona	  regolarmente.	  	  
• Controllo	   negativo,	   contiene	   acqua	   priva	   di	   nucleasi	   e	   che	  ovviamente	  non	  dovrà	  generare	  amplificati.	  	  Ognuna	  delle	  miscele	  di	  reazione	  inoltre	  contiene	  un	  controllo	  interno	  che	   consente	   di	   rilevare	   se	   una	   reazione	   fallisce,	   ad	   esempio,	   per	   la	  presenza	  di	  inibitori.	  	  
	  
I	  parametri	  di	  PCR	  utilizzati	  sono	  stati:	  
o 95°C	  per	  20	  minuti	  	  per	  attivare	  la	  Taq	  DNA	  polimerasi;	  
o 50	  cicli	  	  1) 95°C	  per	  30	  secondi	  per	  la	  denaturazione	  	  2) 60°C	  per	  1	  minuto	  per	  l’appaiamento	  e	  l’allungamento.	  	  La	  procedura	  eseguita	  è	  stata	  la	  seguente:	  1. dopo	  aver	  scongelato	  completamente	  a	  temperatura	  ambiente	  (15-­‐25°C)	   per	   almeno	   1	   ora	   tutte	   le	   miscele	   delle	   reazioni	   nelle	  provette,	   l’acqua	  priva	   di	   nucleasi	   per	   il	   controllo	   senza	   templato	  NTC,	   il	  controllo	  positivo	  (PC)	   ,	  ciascun	  reagente	  è	  stato	  miscelato	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capovolgendo	   ogni	   provetta	   10	   volte	   per	   evitare	   concentrazioni	  localizzate	  di	  sali.	  2. E	   stata	   preparata	   la	   Master	   Mix	   (miscela	   di	   controllo	   o	   della	  reazione	  di	  mutazione	  più	  Taq	  DNA	  polimerasi	   [Taq])	   in	   quantità	  sufficiente	   per	   i	   campioni	   di	   DNA,	   per	   una	   reazione	   di	   controllo	  positivo	  (PC)	  e	  per	  una	  reazione	  di	  controllo	  NTC	  con	  acqua	  priva	  di	  nucleasi,	  rispettando	  i	  volumi	  illustrati	  nella	  tabella	  1.	  Sono	  stati	  inclusi	   i	   reagenti	   per	   2	   campioni	   extra,	   in	   modo	   da	   avere	   a	  disposizione	   un’eccedenza	   per	   l’allestimento	   della	   PCR.	   Le	  soluzioni	  Master	  Mix	  contengono	   tutti	   i	   componenti	  necessari	  per	  la	  PCR,	  tranne	  il	  campione.	  	  	  
	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Tabella	  2:	  Componenti	  della	  master	  mix	  per	  i	  saggi	  	  
SAGGIO	   VOLUME	   MIX	   DI	  REAZIONE	   VOLUME	   Taq	   DNA	  POLIMERASI	  CONTROLLO	   19,76	  μl	  x	  (n+2)	   0,24	  μl	  x	  (n+2)	  MUTAZIONE	   19,76	  μl	  x	  (n+2)	   0,24	  μl	  x	  (n+2)	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3. È	  stato	  caricato	  il	  supporto	  che	  contiene	  le	  provette	  da	  PCR.	  4. Sono	   stati	   aggiunti	   20	   μl	   di	   Master	   Mix	   in	   ogni	   provetta	   della	  striscia	  per	  PCR.	  	  5. Sono	   stati	   aggiunti	   5	   μl	   di	   acqua	   priva	   di	   nucleasi	   per	   controllo	  senza	  templato	  (NTC)	  nelle	  provette	  NTC.	  6. Sono	  stati	  aggiunti	  5	  μl	  di	  ogni	  campione	  di	  DNA	  nelle	  provette	  dei	  campioni.	  	  7. Infine	   sono	   stati	   aggiunti	   5	   μl	   di	   controllo	   positivo	   (PC)	   nelle	  provette	  PC	  e	  si	  sono	  chiuse	  tutte	  le	  provette	  con	  i	  tappi.	  	  8. Le	  strisce	  con	  4	  provette	  per	  PCR	  sono	  state	  inserire	  nelle	  posizioni	  corrette	   del	   rotore	   a	   72	   pozzetti,	   rispettando	   la	   disposizione	   e	  seguendo	  i	  segni	  di	  orientamento.	  	  9. Caricato	   il	   rotore	   a	   72	   pozzetti	   sullo	   strumento	   Rotor-­‐Gene	   Q,	   e	  posizionato	   l’anello	   bloccante	   (accessorio	   dello	   strumento	   Rotor-­‐Gene	  Q)	  che	  terrà	   ferme	   le	  provette	  durante	   la	  seduta,	   il	   software	  Rotor-­‐Gene	  Q,	  è	  stato	  avviato.	  	  L’analisi	   e	   l’assegnazione	   delle	   mutazioni	   vengono	   eseguite	  automaticamente	   dal	   software	   therascreen	  Assay	   Package	   al	   termine	   di	  una	  seduta.	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Il	  ciclo	  PCR	  al	  quale	  la	  fluorescenza	  di	  una	  particolare	  reazione	  supera	  il	  valore	  soglia	  predefinito,	  analizzato	  con	  il	  software	  Rotor-­‐Gene	  Q	  2.1.0,	  è	  denominato	  valore	  CT.	   	   I	  valori	  CT	  indicano	   la	  quantità	  del	  DNA	  iniziale	  specifico.	   Valori	   CT	   bassi	   indicano	   livelli	   di	   DNA	   iniziale	   alti,	   mentre	  valori	  CT	  alti	  indicano	  livelli	  di	  DNA	  iniziale	  bassi.	  Le	  reazioni	  che	  hanno	  un	  valore	  CT	  sono	  classificate	  come	  amplificazione	  positiva.	  	  	  Calcolando	  il	  ΔCT	  =	  [valore	  CT	  del	  saggio	  di	  mutazione]	  -­‐	  [valore	  CT	  del	  saggio	  di	  controllo]	  e	  confrontando	  tale	  valore	  con	  un	  valore	  prestabilito	  di	  cut-­‐off,	  particolare	  per	  ogni	  mutazione,	  potremo	  dire	  se	  una	  mutazione	  è	  presente	  o	  meno	  in	  un	  determinato	  campione.	  I	  campioni	  sono	  classificati	  come	  positivi	  alla	  mutazione	  se	  restituiscono	  un	   valore	   ΔCT	   inferiore	   al	   valore	   di	   cut-­‐off	   per	   il	   saggio.	   Al	   di	   sopra	   di	  questo	   valore,	   infatti,	   il	   campione	   potrebbe	   contenere	   una	   mutazione	  percentualmente	  inferiore	  al	  limite	  di	  sensibilità	  del	  kit	  therascreen	  RGQ	  PCR	  oppure	  potrebbe	  essere	  negativo	  alla	  mutazione	  e	  quindi	  classificato	  come	  “No	  Mutation	  Detected”	  (Nessuna	  mutazione	  rilevata).	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Tabella	  3.	  Valori	  di	  cut-­‐off	  di	  riferimento	  per	  le	  mutazioni	  	  
Saggio	  di	  mutazione	  ΔCT	  	   	  ΔCT	  ≤	  
EGFR	   	  Del	  19	   	  	  9,06	  T790M	   	  	  6,38	  L858R	   	  	  8,58	  Ins	  20	   	  	  7,91	  
KRAS	   	  G12ALA	   	  	  8,0	  G12ASP	   	  	  6,6	  G12ARG	   	  	  8,0	  G12CYS	   	  	  8,0	  G12SER	   	  	  8,0	  G12VAL	   	  	  7,5	  G13ASP	   	  	  7,5	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Nel	   caso	   del	   kit	   therascreen	   KRAS	   RGQ	   PCR,	   il	   valore	   soglia	   è	   pre-­‐impostato,	   nel	   software	   su	   0,05	   unità	   di	   fluorescenza	   relativa,	   per	  entrambi	  i	  canali	  verde	  e	  giallo.	  	  Nel	  caso	  del	  kit	  therascreen	  EGFR	  RQG	  PCR	  il	  valore	  soglia	  va	  impostato	  a	  0,02	  per	  Hex	  (VERDE)	  e	  0,075	  per	  FAM	  (GIALLO).I	  controlli	  della	  seduta	  (controllo	   positivo,	   NTC	   e	   controlli	   interni)	   vengono	   valutati	   per	  assicurare	   che	   siano	   rispettati	   i	   valori	   CT	   accettabili	   e	   che	   le	   reazioni	  siano	  avvenute	  in	  modo	  corretto.	  	  
RISULTATI	  	  Tutti	   i	   pazienti	   analizzati,	   affetti	   da	   adenocarcinoma	   del	   polmone	   con	  accertata	  mutazione	  dell’EGFR,	  delezione	  esone	  19,	  sono	  stati	  trattati	  con	  Inibitori	   tirosin	   chinasi	   e,	   in	   media,	   dopo	   circa	   un	   anno,	   sono	   andati	  incontro	  a	  progressione.	  Gli	  oncologi	  di	  riferimento	  hanno	  proseguito	  con	  4	  cicli	  di	  chemioterapia	  combinata	   (cisplatino+	   pemetrexed)	   e	   in	   alcuni	   casi	   proseguito	   con	  erlotinib.	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  Con	   l’analisi	  del	   ctfDNA	  mediante	  due	  metodiche	  diverse,	  Rotor-­‐Gene	  e	  Droplet	  Digital	  PCR,	  sono	  state	  individuate	  le	  mutazioni	  responsabili	  del	  progredire	  della	  malattia	  e	  della	  resistenza	  acquisita	  al	  trattamento.	  	  RISULTATI	  DROPLET	  DIGITAL	  PCR	  	  I	  pazienti	  sono	  stati	  analizzati	  per	  verificare	  lo	  stato	  dell’oncogene	  BRAF.	  Dall’analisi	   dei	   rispettivi	   ctfDNA	   i	   pazienti	   sono	   risultati	   tutti	  wild	   type	  per	  BRAF.	  Per	  ciascun	  campione	  il	  software	  dalla	  droplet	  digital	  PCR	  ha	  generato	  un	  dato	  simile	  al	  seguente:	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Figura	  7.	  Risultati	  Droplet	  Digital	  PCR	  Il	   segnale	   verde	   rappresenta	   le	   gocce	   che	   contengono	   il	   cftDNA	   wt,	   il	  segnale	   blu	   rappresenta	   le	   gocce	   che	   contengono	   il	   cftDNA	  mutato.	   Le	  aree	   grigie	   rappresentano	   prodotti	   non	   amplificati,	   aspecifici,	   primers	  dimerizzati.	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RISULTATI	  ROTOR-­‐GENE	  	  Tutti	   i	   pazienti	   sono	   stati	   analizzati	   per	   individuare	   le	   eventuali	  mutazioni	  di	  EGFR	  e	  KRAS	  .	  Sono	  risultati	  positivi	  alla	  mutazione	   i	  campioni	  che	  hanno	  mostrato	  un	  grafico	  come	  quello	  riportato	  nella	  figura	  8	  al	  termine	  della	  corsa.	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Figura	  8	  Risultati	  Rotor-­‐Gene	  	  Nel	  riquadro	  superiore	  possiamo	  osservare	  l’amplificazione	  del	  controllo	  e	   dell’allele	   mutato;	   nel	   riquadro	   in	   basso	   possiamo	   osservare	  l’amplificazione	   di	   entrambi	   i	   controlli	   interni,	   che	   indicano	   che	   la	  reazione	   è	   andata	   a	   buon	   fine.	   Nei	   campioni	   risultati	   positivi	   alla	  mutazione,	   si	   è	   potuto	   osservare	   un	   	   ΔCT	   =	   [valore	   CT	   del	   saggio	   di	  mutazione]	   -­‐	   [valore	   CT	   del	   saggio	   di	   controllo]	   e	   confrontando	   tale	  valore	   con	   un	   valore	   prestabilito	   di	   cut-­‐off	   (tabella	   3),	   particolare	   per	  ogni	  mutazione,	  potremo	  dire	  se	  una	  mutazione	  è	  presente	  o	  meno	  in	  un	  determinato	  campione.	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Dei	  17	  campioni	  analizzati	  con	  adenocarcinoma	  metastatico	  del	  polmone,	  tutti	  hanno	  confermato	   la	  presenza	  della	  mutazione	  sul	  ctfDNA	  di	  EGFR	  già	  trovata	  sul	  campione	  del	  tumore	  primitivo,	  in	  particolare	  :	  	  per	  i	  campioni	  74,	  76,	  77,	  79,	  82,	  83,	  84,	  86,	  90,	  92,	  95	  è	  stata	  confermata	  la	   delezione	  dell’esone	  19;	   	   per	   i	   campioni	   85,	   93,	   94	   la	   L858R	   e	   per	   il	  campione	   96	   la	   L747P	   (vedi	   tabella	   4	   risultati).	   Non	   è	   stato	   possibile	  riconfermare	  la	  traslocazione	  del	  gene	  ALK	  per	  il	  campione	  75.	  Le	   analisi	   hanno	   rilevato	   la	   comparsa	   di	   mutazioni	   secondarie	  possibilmente	  responsabili	  della	  resistenza	  al	  trattamento:	  -­‐ in	  9	  pazienti	  è	  stata	  evidenziata	  una	  mutazione	  di	  KRAS	  a	  livello	  del	  codone	  12	  	  -­‐ in	   4	   pazienti	   è	   stata	   evidenziata	   la	  mutazione	   T790M	   a	   carico	   di	  EGFR	  -­‐ in	  1	  paziente	  è	  stata	  riscontrata	  una	  delle	   inserzioni	  dell’esone	  20	  di	  EGFR	  -­‐ in	   nessuno	   dei	   pazienti	   è	   stata	   evidenziata	   la	   presenza	   della	  mutazione	  V600E	  di	  BRAF	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  Tabella	  4.	  Risultati	  
ID	  Farmaco	   EGFR	  primitivo	  ALK	  
primitivo	   ALK	  mts	   cftDNA	   Braf	  cftDNA	  74	   ex	  19	  del	   	  	   	  	   Kras	  G12A	   	  	  	  Wt	  75	   	  	   ALK	  trasl	   ALK	  trasl	   Kras	  G12R	   	  	  	  Wt	  76	   ex	  19	  del	   	  	   	  	   Kras	  G12A	   	  	  	  Wt	  77	   ex	  19	  del	   	  	   	  	   Kras	  G12R,	  G12A	   	  	  	  Wt	  79	   ex	  19	  del	   	  	   	  	   EGFR	  ex	  20	  ins	   	  	  	  Wt	  82	   ex	  19	  del	   	  	   	  	   Wt	   	  	  	  Wt	  83	   ex	  19	  del	   	  	   	  	   EGFR	  T790M	   	  	  Wt	  84	   ex	  19	  del	   	  	   	  	   Wt	   	  	  Wt	  85	   L858R	   	  	   	  	   EGFR	  T790M	   	  	  Wt	  86	   ex	  19	  del	   	  	   	  	   Wt	   	  	  Wt	  90	   ex	  19	  del	   	  	   	  	   EGFR	  T790M	   	  	  Wt	  92	   ex	  19	  del	  	   	  	   	  	   EGFR	  T790M	   	  	  Wt	  93	   L858R	   	  	   	  	   Kras	   	  	  Wt	  94	   L858R	   	  	   	  	   Kras	   	  	  Wt	  95	   ex	  19	  del	   	  	   	  	   Kras	   	  	  Wt	  96	   L747P	   	  	   	  	   Kras	   	  	  Wt	  97	   L858R	   	  	   	  	   Kras	   	  	  Wt	  
	  	   	  	  	   	  	  
69	  
	  
DISCUSSIONE	  e	  CONCLUSIONI	  
• Utilità	  clinica	  	  La	  scoperta	  del	  cftDNA,	  rilasciato	  in	  circolo	  dalle	  cellule	  tumorali	  tramite	  processi	  di	  necrosi	  e	  di	  apoptosi,	  apre	  una	  nuova	  area	  di	  ricerca	  e	  offre	  la	  possibilità	   di	   un	   test	   non	   invasivo	   per	   la	   predittività,	   lo	   screening	   e	  l’identificazione	   di	   potenziali	   bersagli	   terapeutici	   per	   monitorare	   la	  risposta	  al	  trattamento.	  	  L'analisi	   molecolare	   del	   DNA	   tumorale	   circolante	   ha	   permesso	   di	  superare	  l'ostacolo	  delle	  biopsie	  invasive	  per	  poter:	  
→ verificare	   la	   presenza	   di	   alterazioni	   genetiche	   ed	   epigenetiche	  tumore-­‐specifiche	   che	   possono	   portare	   allo	   sviluppo	   di	   resistenza	  
verso	  determinati	   farmaci	   o	   che	   ci	   possono	  guidare	  nell’utilizzo	  di	  
terapie	   personalizzate,	   convenienti	   sia	   in	   termini	   di	   salute	   che	   di	  costi;	  
→ identificare	  precocemente	   la	  ripresa	  della	  malattia	  e	  la	  presenza	  di	  
metastasi	   tumorali	   nel	   follow-­‐up	   dei	   pazienti.	   La	   chiave	   per	   poter	  effettuare	   un	   follow-­‐up	   a	   lungo	   termine	   dei	   pazienti	   sottoposti	   a	  terapia	   antitumorale	   è	   proprio	   l’utilizzo	   di	   metodi	   che	   hanno	   la	  minima	   invasività;	   l’individuazione	   precoce	   di	   un	   biomarcatore	  
	  	   	  	  	   	  	  
70	  
della	   possibile	   progressione	   può	   essere	   necessaria	   per	   una	  maggiore	   sopravvivenza	   dei	   pazienti,	   poiché	   permette	   un	  intervento	  rapido	  per	  ridurre	  il	  rischio	  di	  espansione	  della	  malattia.	  
	  Il	   cftDNA	   presente	   nel	   plasma	   e	   nel	   siero	   dei	   pazienti	   può	   così	   essere	  utilizzato	  come	  biomarcatore	  su	  cui	   costruire	  dei	   test	  prognostici	  meno	  invasivi	  che	  non	  hanno	  difficoltà	  logistiche	  per	  il	  campionamento.	  	  In	   questo	   studio	   è	   stata	   valutata	   la	   possibilità	   di	   utilizzare	   il	   cftDNA	  presente	  nel	  plasma	  dei	  pazienti	  con	  tumore	  del	  polmone,	  per	  verificare	  l’insorgenza	  di	  mutazioni	  secondarie	  da	  utilizzare	  soprattutto	  per	  seguire	  la	  progressione	   tumorale	  e	   la	   risposta	  della	  malattia	  alla	   terapia.	   Per	   lo	  sviluppo	  e	  l’utilizzo	  dei	  farmaci	  a	  bersaglio	  molecolare	  è	  fondamentale	  la	  caratterizzazione	   molecolare	   dei	   tumori,	   preferibilmente	   attraverso	   i	  biomarcatori,	  che	  ci	  permettono	  di	  fare	  una	  previsione	  sull’	  efficacia	  delle	  terapie	  mirate.	  Questo	  approccio	  aumenta	  le	  probabilità	  di	  beneficio	  per	  i	  pazienti,	   diminuendo	   il	   numero	   di	   coloro	   che	   riceverebbero	   terapie	  inefficaci.	  Tutto	  ciò	  è	  conveniente	  sia	  in	  termini	  di	  salute	  dei	  pazienti	  che	  in	  termini	  di	  costi.	  Le	  analisi	  dei	  biomarcatori,	  fino	  ad	  ora	  sono	  state	  fatte	  sul	   tessuto	   tumorale	   primario	   o	   metastatico	   prelevato	   tramite	   biopsia;	  grazie	   alle	   nuove	   tecnologie	   presenti,	   si	   può	   oggi	   sostituire	   la	   tecnica	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delle	   ripetute	   biopsie	   con	   l’utilizzo	   del	   cftDNA	   che	   ci	   può	   fornire	  informazioni	   sull’instabilità	   genomica	   tumorale	   e	   sull’evoluzione	  molecolare	  clonale	  dovuta	  alle	  pressioni	  di	  selezione	  immunitarie	  e	  non.	  I	  pazienti	   che	   inizialmente	   rispondono	   ad	   una	   target	   therapy	   possono	  andare	   incontro	   a	   progressione,	   dovuta	   alla	   comparsa	   di	   sub-­‐cloni	   che	  nonostante	   la	   bassa	   frequenza	   sono	   caratterizzati	   da	   mutazioni	  somatiche	   secondarie	   che	   possono	   generare	   resistenza	   verso	   i	   farmaci	  utilizzati.	  Per	  quanto	  riguarda	  l’EGFR	  e’	  stato	  appurato	  che	  la	  presenza	  di	  alcune	   mutazioni	   dell’EGFR	   come	   la	   T790M	   o	   una	   delle	   inserzioni	  dell’esone	  20	  potrebbe	  impedire	  il	  successo	  della	  terapia	  con	  TKI.	  Infatti,	  l’inibizione	  con	  TKI	  della	  cascata	  di	  segnalazione	  intracellulare	  via	  EGFR	  e’	  limitata	  ai	  pazienti	  che	  esprimono	  mutazioni	  attivanti	  comprese	  tra	  gli	  esoni	  18	  e	  21	  del	  gene;	  al	  contrario	  la	  mutazione	  T790M	  e	  l’inserzione	  20	  determinano	  resistenza	  al	  trattamento.	  Per	  quanto	  riguarda	  le	  mutazioni	  di	  KRAS	  nella	  progressione	  del	   tumore	  del	  polmone	  non	  e’	  stato	  ancora	  stabilito	   il	   loro	   ruolo,	   esse	   potrebbero	   verificarsi	   per	   attivazione	   di	   un	  
pathway	   diverso	   da	   quello	   inibito	   dagli	   inibitori	   tirosin	   chinasici.	   E’	   già	  noto	   che	   le	   mutazioni	   KRAS	   sono	   riconosciute	   quali	   marcatori	   di	  resistenza	  alla	  terapia	  anti-­‐EGFR	  nel	  tumore	  del	  colon-­‐retto.	  Il	  sub-­‐clone	  che	   determina	   resistenza	   al	   farmaco	   può	   essere	   non	   rilevabile	   con	   le	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normali	   tecniche	   di	   campionamento	   del	   tessuto;	   ecco	   che	   l’utilizzo	   del	  cftDNA	   potrebbe	   permettere	   di	   prevedere	   con	   metodi	   non	   invasivi	   la	  comparsa	  precoce	  di	  resistenza	  ai	   farmaci.	  È	  evidente	  che	  l'eterogeneità	  tumorale,	   sia	   spaziale	   che	   temporale,	   tra	   i	   diversi	   siti	   della	   malattia,	  rende	   inefficiente	   la	   tecnica	  della	  biopsia	  per	   analizzare	   tutti	   gli	   aspetti	  mutevoli	  della	  malattia	  necessari	  per	  prendere	  decisioni	  riguardo	  le	  cure	  da	   intraprendere.	   Dati	   i	   rischi	   clinici	   di	   eventuali	   ripetute	   biopsie	   sul	  tumore	   e	   le	   sfide	   associate	   all'eterogeneità	   intra-­‐	   e	   inter-­‐tumorale,	   il	  cftDNA	   consentirà	   rapidi	   progressi	   nella	   comprensione	   dell'evoluzione	  del	  tumore	  nel	  tempo.	  	  
	  
Riproducibilità	  in	  clinica	  Il	   test	   che	   si	   basa	   sul	   cftDNA	   ha	   molteplici	   vantaggi,	   è	   economico	   e	  relativamente	   semplice	   da	   analizzare,	   è	   più	   accettabile	   per	   il	   paziente	  rispetto	   alle	   tecniche	   invasive	   delle	   biopsie	   e	   la	   sua	   analisi	   può	   essere	  ripetuta	  più	  volte	  nel	   tempo	  senza	  problemi,	  permettendo	   lo	   studio	  dei	  meccanismi	  di	  resistenza	  ai	  farmaci	  durante	  la	  progressione	  del	  tumore.	  Gli	   ostacoli	   agli	   studi	   sul	   cftDNA	   sono	   invece	   i	   seguenti:	   a	   causa	   della	  piccola	   quantità	   e	   della	   natura	  molto	   frammentata,	   non	   è	   semplice	   e	   di	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facile	  esecuzione	  un	  isolamento	  rapido,	  efficiente	  ed	  affidabile.	  I	  prodotti	  commerciali	  per	  l’isolamento	  degli	  acidi	  nucleici	  dai	  fluidi	  corporei	  sono	  stati	  sviluppati	  focalizzandosi	  su	  DNA	  a	  medio	  ed	  alto	  peso	  molecolare	  e	  possono	  dare	  risultati	  variabili	  per	  rendimento,	  qualità	  e	  contaminazione	  del	  DNA	  tumorale	  circolante.	  Il	  confronto	  dei	  numerosi	  dati	  disponibili	  è	  spesso	   difficile	   da	   fare	   a	   causa	   della	   mancanza	   di	   procedure	   e	  metodologie	   di	   analisi	   standardizzate,	   che	   variano	   nella	   raccolta	   del	  plasma	  o	  del	   siero,	  per	   il	  metodo	  di	  purificazione,	  per	   il	   target	  genetico	  analizzato.	  L’obiettivo	  di	  questo	  studio	  è	  stato	  quello	  di	  valutare	  il	  ruolo	  diagnostico	   del	   cftDNA	   nei	   casi	   particolari	   di	   tumore	   del	   polmone	   e	  individuare	  mutazioni	  responsabili	  della	  non	  risposta	  alla	  target	  therapy.	  	  I	  metodi	   di	   analisi	   utilizzati	   sono	   stati	   la	   droplet	   digital	   PCR	   e	   il	   Rotor-­‐Gene	  PCR.	  Sia	  per	  la	  ddPCR	  (tecnica	  PCR	  di	  terza	  generazione	  altamente	  sensibile	  utilizzata	  per	   la	  rilevazione	  di	   frammenti	  di	  cftDNA)	  che	  per	   il	  Rotor-­‐Gene	  PCR	  i	  risultati	  sono	  stati	  positivi,	  e	  questo	  è	  molto	  importante	  poiché	  l'individuazione	  delle	  mutazioni	  nel	  cftDNA	  attraverso	  tecnologie	  avanzate	   può	   avere	   importante	   applicazione	   nel	   monitoraggio	   dei	  pazienti	   per	   la	   comparsa	   di	   mutazioni	   secondarie,	   amplificazione	   ed	  espansione	  di	  cloni	  di	  cellule	  che	  rendono	  il	  tumore	  resistente	  agli	  agenti	  antitumorali	  mirati,	  evidenziando	  il	  fenotipo	  resistente	  della	  malattia.	  In	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